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1. Einleitung

1.1. Mehrstufenmodell der Kanzerogenese

Krebs ist eine allgemeine Bezeichnung fir einen malignen Tumor. In der
ursprunglichen Definition fielen nur maligne Tumore von epithelialen Geweben
(Karzinome) und mesenchymalen Geweben (Sarkome) unter den Begriff Krebs.
Im weiteren Sinne werden heute aber auch maligne Erkrankungen des
blutbildenden Systems dazugezahlt. (Pschyrembel, Klinisches Worterbuch, 261.
Auflage, 2007)

Um neue Therapieansatze zu entwickeln und Krebserkrankungen wirkungsvoll
behandeln zu konnen, ist es wichtig, deren Entstehungsmechanismus zu
kennen und zu verstehen. Ein gangiges Konzept ist das ,Mehrstufenmodell der
Kanzerogenese® (Moolgavkar und Knudson, 1981; Moolgavkar, 1983). Man
geht davon aus, dass mehr als ein Ereignis notwendig ist, um aus einer
gesunden eine entartete Zelle entstehen zu lassen (Armitage und Doll, 1954).
Das genannte Modell unterscheidet drei Phasen der Tumorentstehung:

Initiation, Promotion und maligne Progression.

Der Initiation (Umwandlung einer normalen Zelle in eine Tumorvorlauferzelle)
liegt in der Regel eine Mutation zu Grunde. Fur die Mutation kdénnen
Kanzerogene (chemische Stoffe, Viren, Strahlung) verantwortlich sein. Der
Korper besitzt Mittel, um Mutationen bzw. dadurch geschadigte Zellen zu
reparieren oder zu beseitigen (z.B. Mismatch Reparatur, Apoptose). Bei
unzureichenden Schutzmechanismen, z.B. durch eine Mutation eines
Tumorsuppressor-Gens, kann die geschadigte Zelle in seltenen Fallen
Uberleben und weiter wachsen. Dieser Schritt der Promotion (Proliferation der
Tumorvorlauferzellen) kann durch promovierende Substanzen (z.B. das
Insektizid DDT) noch beschleunigt werden. Durch weitere Mutationen (vor allem

in den so genannten Proto-Onkogenen und Tumorsuppressor-Genen) kommt



es zur Konversion (Ubergang der Tumorvorlauferzelle in eine Tumorzelle) und

schliel3lich zur malignen Progression (Entstehung eines bdsartigen Tumors).

Mit entscheidend fur das Auftreten von Mutationen in einer Zelle ist deren
Teilungsrate; je hoher die Zellteilungsrate, desto hoher die Wahrscheinlichkeit,
dass eine Mutation sich durch eine DNA-Replikationsrunde fixiert. Das erklart,
warum Gewebe mit hoher Zellreplikation (z.B. Schleimhaute des
Gastrointestinaltraktes und Epithel der Haut) besonders sensibel flr

kanzerogene Noxen sind. (Schwarz und Bock, 1998)

4 Karzinogen p Inaktivierung
v
Bindung an DNA p  Reparatur
Initiation <
L
v ‘OZeIItod

O
O C%C)) , initiierte
> O @ Zelle

Mutation D
normale ®e Zelltod
Korperzellen A
Promotion <
@) differenzierte
@ ——p @ Tumorzelle
Y @ Mutation
entdifferenzierte
\ 4 Tumorzelle
Maligne @

Progression ‘.—p‘ ‘.

@) Mutation
C X

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Mehrstufenmodells der Kanzerogenese.
Initiierte Zellen kénnen proliferieren oder durch Apoptose eliminiert werden. Weitere
Mutationsschritte kdnnen Uber das Zwischenstadium der differenzierten Tumorzelle
zur entdifferenzierten Tumorzelle flhren.

(modifiziert nach Schwarz und Bock, 1998).



1.2.Wnt-Signalweg

Namensgeber fur den Wnt-Signalweg sind seine Initiatoren, die Wnt-Proteine.
Welche unterschiedlichen Zellen diese Glykoproteine bilden ist noch nicht
vollstandig geklart. Bisher dazu vorliegende Untersuchungen lassen vermuten,
dass sie in der Leber von Endothelzellen der Zentralvenen sezerniert werden
(Gebhardt et al., 1998 und Kuo et al., 1991). Wnt ist ein Akronym fiur Wingless
(Wg) und Int-1. Das Wingless-Gen spielt bei der Segmentpolaritdt der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster eine entscheidende Rolle (Siegfried und
Perrimon, 1994) und hat in diesem Zusammenhang seine Namensgebung
erfahren. Mutationen in diesem Gen flhren zu fligellosen (engl. wingless)
Tieren dieser Gattung. Das Int-1 Gen fluhrt bei Aktivierung durch MMTV (mouse
mammary tumor virus) zur Entwicklung von Brustkrebs bei Mausen (Morris et
al., 1990).

Man unterscheidet den nicht-kanonischen und den kanonischen Wnt-
Signalweg. Der nicht-kanonische Signalweg ist B-Catenin-unabhangig und wird
weiter in den Wnt/Ca*- (Kihl, 2004) und den planar-cell-polarity (PCP)-
Signalweg (Fanto et al., 2004) unterteilt. Hier soll nur auf den kanonischen Wnt-

Signalweg eingegangen werden.

Ist kein Wnt-Signal vorhanden (Abb. 2A), wird freies zytosolisches B-Catenin
von zwei Tumorsuppressorproteinen gebunden - zum einen vom
Adenomatdsen Polyposis Coli-Protein (APC) und zum anderen von Axin. Dieser
Komplex wird durch die Kinasen Casein Kinase la (CKla) und Glykogen
Synthase Kinase-38 (GSK-3B) vervollstandigt. Die beiden Kinasen
phosphorylieren freie Serin- und Threonin-Reste am Amino-Ende der j-
Catenin-Proteine. Die Phosphorylierung der p-Catenin-Proteine fuhrt
anschlieBend zu deren Ubiquitinylierung. Die so prozessierten B-Catenin-

Proteine werden schliel3lich in Proteasomen (Komplex zur Degradation von



Proteinen) abgebaut und es kommt zu keiner Ablesung der Zielgene des Wnt-

Signalwegs (Ubersichtsartikel: Willert und Nusse, 1998).

Durch Bindung von Wnt-Liganden mit Rezeptoren der Frizzled-Familie (G-
Protein gekoppelte Rezeptorproteine (Bhanot et al., 1996)) und Lrp5/6 (einem
Rezeptor der Low Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptor Familie (Pandur und
Kahl, 2001)) kommt es zur Aktivierung des Wnt-Signalweges (Abb. 2B) und
dadurch zu einer Unterdrickung der Aktivitat der Kinasen CKla und GSK-3p
(Siegfried et al., 1992). Der genaue Mechanismus hierfur ist bisher noch nicht
geklart. Die direkte Interaktion von Axin mit Lrp5/6 und/oder die Aktivitat von
Dishevelled (Dsh, ein Axin bindendes Molekil) scheint eine Rolle zu spielen
(Noordermeer et al., 1994). Somit werden die [-Catenin-Proteine nicht
abgebaut, sondern akkumulieren im Zytosol (Van Leeuwen et al, 1994). Das
akkumulierte B-Catenin wandert daraufhin in den Zellkern (Huber et al., 1996).
Die mit dem N-Terminus von sequenzspezifischen DNA-bindenden Proteinen
der T cell factor (TCF)/Lymphoid enhancer factor (LEF)-Familie eingegangene
Bindung der B-Catenin-Proteine flhrt zu einer voribergehenden Umwandlung
der TCF-/LEF-Proteine in  Transkriptions-Aktivatoren.  Normalerweise
supprimieren diese Proteine die Zielgene des Wnt-Signalwegs. (Ubersichts-
artikel: Reya und Clevers, 2005)

Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs flhrt Gber B-Catenin zu einer Transkription
der Zielgene; zu diesen gehoren unter anderem c-myc-, Cyclin D1-, Cytochrom
P450 (CYP)- und das Glutaminsynthetase (GS)-Gen (Cadoret et al., 2001;
Loeppen et al., 2002 und 2005).
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Abbildung 2: Der kanonische Wnt-Signalweg.

A) In Abwesenheit eines Wnt-Signals wird freies B-Catenin durch APC und Axin
gebunden. GSK-3[3 phosphoryliert f-Catenin, das schlief3lich ubiquitinyliert und so fir
den proteasomalen Abbau vorbereitet wird.

B) In Anwesenheit eines Wnt-Signals verhindert Axin und/oder Dsh die
Phosphorylierung von -Catenin durch GSK-3p und somit den proteasomalen Abbau
von [-Catenin. Dieses akkumuliert im Zytosol und wandert in den Zellkern. Dort
verbindet es sich mit den Transkriptionsfaktoren LEF und TCF und fihrt als
Transkriptionskomplex zu einer Ablesung der Zielgene (z.B. GS, CYP) des Wnt-
Signalwegs.

(modifiziert nach Reya und Clevers, Nature, 434: 843-850, 2005).

1.3. B-Catenin
B-Catenin gehoért zusammen mit a- und y-(Plakoglobin)-Catenin zu einer Reihe
von Proteinen, die mit der zytosolischen Seite des Transmembran-Proteins E-

Cadherin eine Verbindung eingehen (Aberle et al., 1996). Diese Catenine

Seite |5



regulieren so den Kontakt zwischen den E-Cadherinen benachbarter Zellen und
haben daher auch ihren Namen: catena, lat. flr Kette. Diese Beteiligung an der
Regulation der Zell-Zell-Verbindungen ist eine von zwei wichtigen Aufgaben, die

das B-Catenin einnimmt.

Die zweite Funktion des B-Catenins ist seine Aktivitat im Wnt-Signalweg. Dort
tragt es als Signaltransduktor entscheidend zur Transkription der Zielgene bei.
Ob das B-Catenin seine transkriptionelle Aktivierungsfunktion ibernehmen kann

oder nicht, hangt von seiner Stabilitat bzw. Konzentration im Zytosol ab.

Die Stabilitat wird physiologischerweise bei Aktivierung des Wnt-Signalwegs (s.
1.2) erhoht.

Als Folge von Mutationen im humanen B-Catenin-Gen (CTNNB1, catenin
(cadherin-associated  protein), beta 1) kommt es zu einer
Konzentrationssteigerung des p-Catenins im Zytosol (Rubinfeld et al., 1997).
Am Amino-Ende des Proteins befinden sich potentielle
Phosphorylierungsstellen (drei Serin- und ein Threonin-Rest, jeweils durch drei
andere Aminosaure-Reste getrennt). Sind diese durch Mutation des CTNNB1-
Gens verandert, kann das Protein nicht mehr phosphoryliert werden und steht

dem Abbau deshalb nicht mehr zur Verfugung (Morin et al., 1997).

Mutationen im CTNNB1-Gen konnten bei einer Reihe von Tumoren
(Hepatoblastome, Nephroblastome, Kolon-Karzinom, Melanom,
Medulloblastom, Endometrium-Karzinom nachgewiesen werden (Wnt-

Homepage; Tab. 1).



Tabelle 1: Aminosauren-Wildtyp (WT)-Sequenz des CTNNB1-Gens.

Es sind verschiedene bereits beschriebene Mutationen aufgeflihrt. Potentielle
Phosphorylierungsstellen sind fett gedruckt und die Aminosaure-Reste des
Ubiquitinylierungs-Motives rot unterstrichen.

(modifiziert nach Morin, BioEssays, 21: 1021 - 1030, 1999.

Mutationen der Nephroblastome: Koesters et al., 1999 und Maiti et al., 2000.
Mutationen der Hepatoblastome: Koch et al., 1999; Wei et al., 2000; Jeng et al., 2000;
Udatsu et al., 2001; Takayasu et al., 2001; Taniguchi et al., 2002; Curia et al., 2008.
Wnt-Homepage).

GSK-38
29 33 37 41 45
S YLD S GI HS GATTTAP S§ WT
A
Nephroblastom
C
C P P P
F
Y F V S A A
Hepatoblastom
N E F I F
G P

Das akkumulierte B-Catenin kann nicht nur die Zellteilung férdern, sondern auch
pro-apoptotisch wirken (Kim et al., 2000). Letzteres kdnnte eine physiologische
Funktion sein, die im Sinne einer negativen Ruick-Koppelung den Organismus
vor Zellen mit fehlerhaftem Wnt/B-Catenin-Signalweg und den daraus
resultierenden Konsequenzen schiitzen soll. (Ubersichtsartikel: Willert und
Nusse, 1998; Morin, 1999)

Die Primarstruktur des p-Catenin-Proteins besteht am Amino-terminalen Ende
aus 130 und am Carboxy-terminalen Ende aus 100 Aminosauren. Dazwischen
befinden sich 12 unvollstandige Wiederholungen von 42 Aminosauren, auch
Armadillo (arm) Wiederholungen genannt. Das B-Catenin-Gen der Saugetiere

ist ein Homolog zu Armadillo, einem Segment-Polaritats-Gen der Fruchtfliege



Drosophila melanogaster. Dieses Gen spielt bei dem Wingless-Signalweg der
Drosophila eine Rolle (McCrea et al., 1991). Am Amino-Ende sind potentielle
Phosphorylierungs- und Ubiquitinylierungsstellen lokalisiert. Diese Region ist fur
die Stabilitdt und damit auch fur den Abbau des Proteins wichtig. Mutationen
dieser Phosphorylierungsstellen kénnen zu Tumoren fihren (Munemitsu et al.,
1996). Die Transkriptions-Aktivierungs-Domane ist am Carboxy-Ende des
Proteins zu finden. Im Bereich der arm-Wiederholungen werden Bindungen mit

anderen Proteinen (APC, TCF/LEF, E-Cadherin, u.a.) eingegangen.

arm-Wiederholungsbereich
GSK-38 « >

Abbildung 3: Diagramm des B-Catenin-Proteins.

Schwarz dargestellt sind die so genannten ,arm-Wiederholungen’, die mit einer
Reihe anderer Proteine interagieren (APC, TCF/ LEF, E-Cadherin u.a.). Am Amino-
Ende (blau) des Proteins sitzt die Phosphorylierungs-/Ubiquitinylierungs-Region
(gelb) fur die GSK-3B. Die Transkriptions-Aktivierungs-Domane befindet sich am
Carboxy-Ende des Proteins (grin).

(modifiziert nach Morin, BioEssays, 21: 1022 - 1030, 1999).

1.4. Glutaminsynthetase (GS)
Die GS ist ein Enzym, das im Stickstoff-Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielt.
Unter Verbrauch von Energie (Adenosintriphosphat, ATP) katalysiert es die

Reaktion von Glutaminsiure (Glutamat) und Ammonium-lonen (NH;") zu

Glutamin: NH,* H,O
Glutamin Glutamin- ol .
— Siure Synthetase utamin

"

ATP ADP + P
Abbildung 4: Katalyse-Reaktion der GS.
Unter Verbrauch von Energie (ATP) katalysiert die GS die Bildung von Glutamin
aus Ammonium-lonen (NH;") und Glutaminsdure. Bei dieser Reaktion entstehen
neben Glutamin und Wasser (H,O) Adenosindiphosphat (ADP) und freies Phosphat

(P).



Die GS wird vor allem in der Leber exprimiert. Charakteristisch ist die hohe GS-
Expression in ein bis drei Zellschichten um die Zentralvene eines jeden
Leberlappchens (Gebhardt et al.,, 1983). Schematisch handelt es sich beim
Leberlappchen um sechseckige Gewebestrukturen. An ihren Ecken,
Schnittpunkt von drei Leberlappchen, befinden sich so genannte
Periportalfelder (auch bekannt als Glisson-Dreieck/Trias). Diese enthalten

neben einem Ast der Leberarterie und der Pfortader auch einen Gallengang.

Die Zusammensetzung des von Trias zur Zentralvene flieRenden Blutes andert
sich mit Annaherung zur Zentralvene und in Folge dessen auch die
enzymatische Ausstattung der Leberzellen auf diesem Weg (Jungermann und
Kietzmann, 1996). Ein moéglicher Grund fir die hohe Expression der GS um die
Zentralvene ist die Detoxifizierung des Blutes von giftigem Ammoniak durch die

GS bevor dieses durch die Zentralvene die Leber verlasst.

Glutaminsynthetase ==
Periportalfeld

/

Zentralvene

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Leberlappchen-Struktur.

Um die Zentralvene der sechseckigen Leberlappchen befindet sich in ein bis drei
Zellschichten die GS. An den Schnittpunkten der Leberlappchen befinden sich die
so genannten Periportalfelder mit jeweils einem Ast einer Leberarterie (rot), einer
Pfortader (lila) und einem Gallengang (grin).

Glutamin ist als Stickstofflieferant ein wichtiger Bestandteil der Synthese
verschiedener Molekile (z.B. Aminosauren, Purine und Pyrimidine) und besitzt

zudem eine anabole Wirkung.



Bei Mausen konnte gezeigt werden, dass in B-Catenin-mutierten Tumoren im
Vergleich zu Lebernormalgewebe und im Vergleich zu Tumoren ohne Mutation
im B-Catenin-Gen (Wildtyp-Tumore) die GS vermehrt exprimiert wird (Loeppen
et al., 2002). Dies zeigt, dass das GS-Gen ein Zielgen des Wnt-Signalwegs ist.
Zudem entdeckte man eine erhohte Aktivitat dieses Enzyms in primaren
humanen Lebertumoren (Cadoret et al., 2001). Tumore, die eine verstarkte GS-
Expression aufweisen, kénnten aufgrund einer Unabhangigkeit von externer
Glutaminzufuhr gegenliber GS-negativen Tumoren einen Selektionsvorteil
besitzen (Gebhardt et al., 1989).

1.5.Cytochrom-P450-abhdangige Monooxygenasen (CYP)

Eine wichtige Rolle im Fremdstoffmetabolismus tUbernehmen die Cytochrom-
P450-abhangigen Monooxygenasen (CYP). Sie wirken entscheidend bei der
Aktivierung und Inaktivierung von Medikamenten mit. Es gibt einige
Medikamente, sogenannte Prodrugs, die erst durch diese Enzyme ihre Funktion
erlangen (Tab. 2). Die CYP selbst kénnen auch durch verschiedene Stoffe

induziert, aktiviert oder inhibiert werden.

Zu finden sind die CYP hauptsachlich in der Leber als membranstandige
Enzyme im glatten endoplasmatischen Retikulum. Zwischen einzelnen
Individuen kann es erhebliche Konzentrationsunterschiede der verschiedenen
CYP in der Leber geben. Die grole Familie dieser strukturell ahnlichen
Isoenzyme wird anhand der Ubereinstimmung der Aminosaure-Sequenzen in
Untergruppen unterteilt. Insgesamt sind bisher 56 humane CYP-Gene bekannt,
die jeweils ein funktionierendes Enzym als Produkt haben. (Rooseboom et al.,
2004; Marquardt und Schéafer, Lehrbuch der Toxikologie, 2. Auflage: 92 - 98,
2004)



Tabelle 2: Prodrugs von Zytostatika, die in der Therapie von soliden
Tumoren des Kindesalters zum Einsatz kommen.
(Rooseboom et al., Pharmacol Rev, 56: 53 - 102, 2004).

CYP Prodrug — Drug
Ftorafur — 5 Fluoro-Uracil (5-FU)

1Az Dacarbazin — HHMTIC

2C6 Cyclophosphamid — Phosphoramid

oEA Ftorafur — 5 Fluoro-Uracil (5-FU)
Dacarbazin — HHMTIC

34 Cyclophosphamid — Phosphoramid

Ifosfamid — Isophosphamid

Es konnte gezeigt werden, dass Lebertumore von Mausen, die im B-Catenin-
Gen mutiert sind, verschiedene CYP-Isoformen vermehrt exprimieren (Loeppen
et al., 2005). Dies deutet darauf hin, dass neben der GS auch CYP-Isoformen

durch einen B-Catenin abhangigen Signalweg reguliert werden.

1.6. Solide Tumore des Kindesalters

In Deutschland erkranken jahrlich in etwa 1.800 Kinder unter 15 Jahren an
Krebs. Das entspricht einer Inzidenz von 14 Neuerkrankungen in einer
Altersgruppe von 100.000 Kindern unter 15 Jahren pro Jahr oder anders
formuliert, wird bei jedem 500. Kind vor dessen 15. Lebensjahr eine
Krebserkrankung diagnostiziert. (Krebs in Deutschland, 2003 - 2004,
Haufigkeiten und Trends‘; Eine gemeinsame Veroffentlichung des RKI und der
GEKID, 2008)

Abbildung 6 zeigt den Anteil der unterschiedlichen Krebserkrankungen bei

Kindern an der Gesamttumorhaufigkeit.
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Abbildung 6:

Anteil (%) der verschiedenen Krebserkrankungen bei Kindern unter 15 Jahren ermittelt
aus den Jahren 1997 bis 2006 an der Gesamttumorhaufigkeit.

(modifiziert nach ,Krebs in Deutschland, 2003 — 2004, Haufigkeiten und Trends®; Eine
gemeinsame Veroffentlichung des Robert Koch-Instituts (RKI) und der Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID); 6. Uberarbeitete
Auflage, 2008).

1.6.1. Hepatoblastom

Hepatoblastome sind die am haufigsten vorkommenden Lebertumore im
Kindesalter. Insgesamt machen sie 0,8 % bis 1,0 % aller malignen Tumore bei
Kindern aus. Die Inzidenz betragt 0,6 auf 100.000 Kinder, wobei vor allem
Kinder im Alter zwischen 2 und 3 Jahren erkranken. Es besteht eine leichte
Pradisposition flir das mannliche Geschlecht im Verhaltnis von 3:2.
Hepatoblastome treten auch in Zusammenhang mit verschiedenen anderen
Erkrankungen auf, so z.B. mit dem Wiedemann-Beckwith-Syndrom
(Grollwuchs-Syndrom) und der familidaren adenomatésen Polyposis (FAP), und
bei sehr Fruhgeborenen. Lymphknoten- und Fernmetastasen sind meist erst in
spateren Stadien dieser Erkrankung zu beobachten. (AWMF online,
Hepatoblastome, 05/2008)



Histologisch wird das Hepatoblastom in drei verschiedene Subtypen unterteilt:
epitheliale, mesenchymale oder gemischte Hepatoblastome. Die epithelialen
Zellen kénnen wiederum embryonalen oder fetalen Ursprungs sein und der
fetale Subtyp selbst kann in einen hellzelligen und dunkelzelligen Typ
klassifiziert werden. Das fetale Hepatoblastom als eine Differenzierungsrichtung
der epithelialen Hepatoblastome bestent aus schmalen Trabekeln von
uberwiegend kubischen Tumorzellen, die den Hepatozyten der fetalen Leber
ahneln. Die Kerne sind Kklein, gering pleomorph und weisen ein feines
Chromatin auf. Das Zytoplasma kann durch einen unterschiedlich hohen Gehalt
an Lipid und Fett fein granular oder hell sein. So kénnen bei schwacherer
VergroRerung in fetalen Hepatoblastomen helle (hoher Gehalt an Glykogen
oder Fett) und dunkle (geringer Gehalt an Glykogen oder Fett) Areale
entstehen. (Ruck, 2009; Stocker und Schmidt, 2000).

Folgende Symptome kdnnen zur Verdachtsdiagnose eines Hepatoblastoms
fuhren: tastbarer Tumor im rechten Oberbauch, Fieber, Stérung im Ess- und
Trinkverhalten, Pubertas praecox (verfrlihtes Einsetzen der Pubertat),
Thrombozytose und andere. Die Diagnose muss anhand laborchemischer
Parameter und bildgebender Verfahren gesichert werden. Zu ersteren gehoéren
das Alpha-Fetoprotein (AFP, physiologisch in der Schwangerschaft und beim
Saugling erhoht) und das Beta-humane Choriongonadotropin (R-HCG,
physiologisch wahrend der Schwangerschaft gebildet. Diese beiden Proteine
sind bei anfanglicher Erhéhung auch als Verlaufsparameter einsetzbar. Zur
visuellen Darstellung des Tumors  werden Sonographie und
Computertomographie (CT) bzw. Magnet-Resonanztomographie (MRT)
verwendet. Roéntgen oder CT des Thorax dient zur Uberpriifung unter

Umstanden bereits vorhandener Metastasen.



Je nach Histologie und Stadium wird vor der eigentlichen Operation eine
Chemotherapie angesetzt — eine so genannte neoadjuvante Chemotherapie. Zu
den verwendeten Chemotherapeutika zahlen Cisplatin, Adriamycin und
Ifosfamid. Je nach verwendetem Protokoll und Stadium des Hepatoblastoms
kébnnen aber auch noch Carboplatin, Etoposid (VP 16), 5-Fluorouracil und
Vincristin zum Einsatz kommen. Von Schweinitz et al. (1997) konnten in einer
Studie nachweisen, dass epitheliale Hepatoblastome vom embryonalen Subtyp
eine im Vergleich zu den Tumoren des fetalen Subtyps vermehrte
Chemoresistenz aufweisen. Die Art der Operation richtet sich nach Ausdehnung
des Tumors und Befall angrenzender Nachbarstrukturen. Ziel ist es aber immer,
den Tumor in toto zu resezieren. Ublicherweise schlieRen sich nach der
Operation  Chemotherapie-Zyklen an. Als ultima ratio ist eine

Lebertransplantation in Betracht zu ziehen.

Die Prognose ist unter anderem von der Grélie des Tumors, Metastasen und
Infiltration in Nachbarstrukturen (vor allem Gefalde) abhangig. Die ereignisfreie
5-Jahrestlberlebensrate betrug in einer prospektiven Studie im Stadium 1 und 2
noch 96 bis 100 %, wohingegen im Stadium 4 nur noch ca. 36 % der Patienten
5 Jahre Uberlebten (Fuchs et al., 2002). Zur Friherkennung eines mdglichen
Rezidivs bzw. von Langzeitfolgen der Chemotherapie ist eine regelmalige
Tumornachsorge mit Bildgebung und Laborwertkontrollen unerlasslich. (AWMF
(Arbeitsgemeinschaften der Wissenschaftlichen Medizinischen

Fachgesellschaften) online - www.awmf-leitlinien.de, Hepatoblastom, 05/2008)

1.6.2. Nephroblastom (Wilms-Tumor)

Mit einer Inzidenz von 1 auf 100.000 Kindern ist das Nephroblastom (nach
seinem Entdecker, dem Chirurgen Dr. Max Wilms auch als Wilms-Tumor
bezeichnet) der haufigste Nierentumor im Kindes- und Jugendalter. Diese
Tumorerkrankung betrifft vor allem Kinder im Alter zwischen 1 und 4 Jahren,

hierunter mehr Madchen als Jungen. Zudem erkranken mehr Kinder in Europa



und den USA als in Asien. Das Nephroblastom kommt gehauft mit anderen
Fehlbildungen vor (urogenitale Fehlbildungen, Hemihypertrophie
(Halbseitenriesenwuchs), Aniridie (teilweises oder vollstandiges Fehlen der Iris)
u.a.). Es gehort zu den Tumoren embryonalen Ursprungs und kann histologisch
in drei Subtypen mit niedriger, intermediarer und hoher Malignitat differenziert

werden.

Anhand von Grof3e und Ausbreitung des Tumors, ein- oder zweiseitigem Befall
der Niere und Vorhandensein von Metastasen erfolgen weitere Stadien-
Einteilungen. Symptome des Nephroblastoms sind schmerzlose Schwellung im
Oberbauch, Schmerzen, Hamaturie, Hypertonus u.a.. 10 % der Kinder mit
dieser Erkrankung sind bei Diagnosestellung symptomlos. Ein weiterer Hinweis
kann durch bestehende Fehlbildungen, die bekanntermallen mit
Nephroblastomen einhergehen, gegeben werden. Zur Diagnosesicherung
stehen keine spezifischen Tumormarker zur Verfigung. Der Tumor wird mittels

Sonographie, MRT oder in Ausnahmefallen CT dargestellt.

Therapie der Wahl ist die Tumornephrektomie, die komplette Entnahme der
betroffenen Niere. Zusatzlich kommen Chemotherapie (pra- und/ oder post-
operativ; Actinomycin-D, Vincristin, Adriamycin, Carboplatin, VP16 und
Ifosfamid) und Radiotherapie (je nach Histologie und lokalem Stadium des

Tumors zum Zeitpunkt der Operation) zum Einsatz.

Erkrankungsstadium und Histologie des Tumors bestimmen die Prognose. Im
Allgemeinen ist sie aber gut (90 % werden auf lange Sicht geheilt, ohne
Berucksichtigung der Prognosefaktoren). Vor allem in den ersten zwei Jahren
nach Beendigung der Therapie ist auf eine engmaschige Kontrolle zu achten,
da dies der Zeitraum mit der hdochsten Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten
eines Rezidivs ist. (AWMF online, Nephroblastom, 01/2008)



1.6.3. Neuroblastome

Genau wie das Nephroblastom gehért das Neuroblastom zu den Tumoren
embryonalen Ursprungs. Es ist eine Erkrankung des sympathischen
Nervensystems und mit einer Inzidenz von 1/100.000 Kinder pro Jahr der
haufigste extrakranielle solide Tumor im Kindesalter. Auftreten kann das
Neuroblastome Uberall dort, wo sich sympathisches Gewebe befindet (Neben-
nieren, zervikaler, thorakaler und abdomineller Grenzstrang, Paraganglien). Es

manifestiert sich zu 40 % im 1. Lebensjahr.

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist bereits die Halfte aller Neuroblastome
metastasiert (vor allem in Lymphknoten, Knochenmark, Knochen, Leber oder
Haut). Die Symptome variieren ja nach Lokalisation des Tumors bzw. seiner
Metastasen, und kénnen von Luftnot bis hin zu Querschnitts-Symptomatik
reichen. Katecholamin-Metabolite (Homovanillin-/ Vanillinmandelsaure) und
neuronspezifische Enolase (NSE) im Blut-Serum und Urin werden zur
Diagnosefindung herangezogen. Knochenmarkspunktionen sind obligat.
AulRerdem werden Sonographie und MRT zur Darstellung des Tumors

verwendet.

Die Therapie des Neuroblastoms reicht von beobachtendem Abwarten bis hin
zur Maximaltherapie mit Chemotherapie, Operation, Radiotherapie und ggf.
konsolidierender Therapie (mit Retinsaure). Sauglinge mit lokalem Stadium
oder Stadium 4S (lokalisierter Primartumor, Fernmetastasen limitiert auf Leber,
Haut und/oder Knochenmark, wobei der Knochenmarksbefall minimal sein
sollte) bendtigen z.T. keine oder nur eine milde Therapie, da sich der Tumor in

diesen Stadien spontan selbst zurlickbilden kann.

Zu den prognostischen Faktoren gehért das Erkrankungs-Stadium, sowie
molekulargenetische Faktoren (u.a. MYCN (myc myelocytomatosis viral related

oncogene, neuroblastoma derived; Onkogen) und Veranderungen an



Chromosom 1p). Die Gesamt-5-Jahresuberlebensrate flr alle Stadien betragt
65 %. (AWMF online, Neuroblastom, 05/2008)

1.6.4. Weichteilsarkome

Zu den Weichteilsarkomen gehort eine Gruppe verschiedenster Tumore, die,
wie der Name wiedergibt, vor allem in den Weichteilen entstehen und ihren
Ursprung meist im Mesenchym haben. Diese Gruppe der 4. haufigsten soliden
Tumoren im Kindesalter hat ein bevorzugtes Auftreten von 3:2 beim mannlichen
Geschlecht. Zu dieser Gruppe gehdéren zum Beispiel Rhabdomyosarkome
(RMS, 61 % aller Weichteilsarkome), extraossare Ewing-Sarkome (EES) und
periphere neuroektodermale Tumore (PNET, 8 %). RMS befinden sich
uberwiegend in Kopf-/Hals- und Urogenital-Bereich. Die RMS kdénnen anhand
ihrer Zellen nochmals in embryonale (gute Prognose) und alveolare (schlechte

Prognose) Subtypen unterteilt werden.

Ahnlich wie bei den Neuroblastomen hangen die Symptome der Erkrankten von
Ursprungort und Ausdehnung des Tumors ab. Die Bandbreite reicht von
schmerzlosen Schwellungen bis zum Ausfall von Hirnnerven. Bei Verdacht auf
ein Weichteilsarkom ist die Bildgebung (z.B. mit MRT) unerlasslich. Ebenso ist
die Durchfihrung einer Biopsie immer erforderlich. Die vollstandige Diagnostik

bedarf noch der Molekulargenetik.

Zur Therapie der Weichteilsarkome stehen Chemotherapie und lokale
Verfahren wie Operation und Bestrahlung zur Verfigung. Was und wann was
zum Einsatz kommt, bestimmen Tumorgrélie, Tumorausdehnung, histologische
Differenzierung, Lokalisation und Alter des Patienten. Fir primar lokalisierte
RMS konnte so eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 70 % und fir EES/PNET von
ca. 50 % erzielt werden. (AWMF online, Weichteilsarkome, 05/2008)



2. Fragestellung

In  frGheren  Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte  flr
Mauselebertumoren gezeigt werden, dass Mutationen im B-Catenin-Gen zu
einer verstarkten GS-Expression (Loeppen et al., 2002) und auch zu einer
erhohten Expression verschiedener CYP-Isoformen fiihren (Loeppen et al.,
2005). Das GS-Gen und Gene von CYP-Isoformen wurden damit als Zielgene
des Wnt-Signalwegs identifiziert, die von dem Protein p-Catenin moduliert

werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob bei soliden Tumoren
des Kindesalters eine mit einer CTNNB1-Mutation einhergehende veranderte
Expression von GS und CYP zu beobachten ist. An Hepatoblastomen, Wilms-
Tumoren, Neuroblastomen, Rhabdomyosarkomen und anderen
Weichteilsarkomen sollte zuerst Uberprift werden, ob Mutationen im CTNNB1-

Gen vorliegen.

Bei Vorhandensein einer CTNNB1-Mutation sollte an immunhistochemischen
Schnitten Uberpruft werden, ob eine verstarkte GS- und CYP-Expression
vorliegt und zudem die Frage geklart werden, ob die GS- und CYP-Expression

eine spezifische Gewebeverteilung aufweist.

Untersuchungen an Homogenaten mit Western-Blot und Light Cycler sollten
abklaren, ob die immunhistochemisch gefundenen Ergebnisse sich bei diesen

Nachweismethoden ebenfalls zeigen.



3. Gerite
3.1.GroRgerate
Abzug

Autoklav
Cleansphere
Fohn
Gefrierschrank
Heizschrank

Kamera

Kuhlschrank
LightCycler

Lichtmikroskope

Magnet-Ruhrer

Kugelmuhle

Microtom

Mikrodissektionsgerat

Mikrowelle
PCR-Gerat

pH-Meter

Photometer
Plattenreader, Victor

Spannungsgeber

Weseman
Webeco
Safetech Limited
Moulinex
Liebherr

Techne (Labtech int.)
CSC Kamera
CF 20 DXC
CommerCon
Roche

Leitz

Leitz

RCT

Braun

Frigocut 2800 E

Arcturus

Bosch
Biometra

Perkin Elmer

Beckmann
Fischerbrand
Shimadzu
Perkin Elmer
Biotech Fischer
Consort

Pharmacia

Autoklav C
CA-100

Hybridiser HB-1D
TI1
Kappa

Light Cycler
Labovert FS
Metallux 3
IKA-Combimac

Mikrodis-
membrator |l

Reichert Jung

Laser Capture Mikro-
dissektion System

Bosch 600 W
Uno Thermoblock

GeneAmp PCR
System

@ 200 pH-Meter
Hydrus 300
UV-160 A

Victor 3V

Phero Stab 500
E 143

LBK EPS 500/40



Spectrophotometer

Thermoblock
Trockenschrank
Ultraschall-Gerat

Vortexer

Warmeschrank

Waagen

Wasseraufbereitung
Wasserbad
Zellkulturbank

Zentrifugen

Peglab

Biotherm
Kendro/Heraeus
Braun

Bender & Hobein AG

Heraeus

Sartorius

Methler

Bosch

Milipore

GFL

BDK

Beckmann
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus Sepatech
Heraeus Sepatech
Heraeus Sepatech

Heraeus Sepatech

3.2.Kleingerate und Verbrauchsmaterialien

3.2.1. Allgemein

15 ml Réhrchen (RNA)
15 ml Rohrchen

50 ml Réhrchen

50 ml Standfuf3-Réhrchen
Einmalkuvette

Gelelektrophoresekammer

Greiner

Becton Dickison
Becton Dickison
Greiner
Sarstedt

EMBL

Nanodrop®, ND-
1000

BT-11

Labsonic 2000

Vortex Genie 2™
und L

Analytic
Laborwaage P 1200
PE 632

Mili Q Plus

Sterilbank CVF6.12S
J2-21 Centrifuge
Centrifuge 5417 R
Centrifuge 5417
Centrifuge 5804
Biofuge 13

Biofuge Fresco
Megafuge 1.0 R
Minifuge RFund T

Falcon # 2096
Falcon # 2070
Typ 210.261



Glasgerate

Glaspasteurpipetten
Handschuhe
Kolbenhubpipetten und Spitzen
LightCycler Centrifuge Adapters
LightCycler Kapillaren mit Deckel
Mikrotiterplatten, 96-well
Plastikpasteurpipetten
Reaktionsgefale (0,5/1,5 ml)
Reaktionsgefalie (0,2 ml)
Stahlkugel

Teflongefal’

Quarzglas Prazisionskivette

Wattestabchen, steril

3.2.2. Immunfarbung
Deckglaschen 24 x 32 mm
Farbekasten mit Farbegestell
Feuchtkammer

Fettstift

Objekttrager mit Mattrand

3.2.3. Mikrodissektion

Folie

Gefale

3.2.4. Software
Camera Controler V.1.1

Chromas

Schott
WCU
Ansell DermaClean®
Eppendorf, Gilson, Biozym

Roche

Roche

NUNC Denmark
Brand

Eppendorf, Biozym
Peqglab

Braun

Braun

Helma #105.202 QS

MSP Schmeiser GmbH

R. Langenbrinck
Zentrallager
Multimed
DAKO-Pen

R. Langenbrinck

American National Parafiilm®

Can™

Arcturus Capsure™ LCM
Caps

CSC

Technelysium Pty Ltd.



Image Base V.2.2
LightCycler Software V.3.5
Office 2000

Photoshop 5.0

TINA 2.09

Victor Workout 1.5

Kappa opto-electronic GmbH
Roche

Microsoft

Adobe

raytest GmbH

Perkin Elmer



Materialien

4. Materialien

4.1. Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid Rotiphorese Gel 30

Agarose

Aminoethylcarbazol

Ampuwa Wasser

Borsaure

BSA

CDP Star ready to use

Chloroform

Complete Tablette

Eis

Entellan

Eosin Y

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Farbreagenz, Bradford

Hamatoxilin

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaisers Glyceringelantine

Kalialaun

Tabelle 3: DNA- und Protein-Marker
Marker
pBR322 DNA-Mspl Digest
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Mayers Hamalaun

Roth
Life-Technologies
Sigma

Fresenius Kabi
Merck

Serva, Fermentas
Tropix

Merck

Roche
Scotsman, AF-20
Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Bio Rad

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

New England BioLabs
MBI-Fermentas

MBI-Fermentas

Merck
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Materialien

Methanol Merck
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin TEMED Sigma
N,N-Dimethylformamid Merck
Natriumacetat Merck
Paraformaldehyd Sigma

Tabelle 4: Reagenzien fur die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
PCR-Reagenzien

10x PCR Puffer + Magnesiumchlorid [15 mM] MBI-Fermentas
dNTP-Mix [2 mM] MBI-Fermentas
TAQ-Polymerase, native, 5 U/pl MBI-Fermentas
BSA MBI-Fermentas
Primer: CTNNB-1 S.4.6.1

Tabelle 5: Reagenzien fiur die LightCycler-PCR
PCR-Reagenzien LightCycler

LightCycler FastStart Reaction Mix SYBR Green (10x) Roche

LightCycler FastStart Enzyme Roche
Magnesiumchlorid Stammldsung [25 mM] Roche
Wasser PCR grade Roche
Primer s.4.6.2
Phenol Roth
Proteinase K Roche
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Materialien

Tabelle 6: Reagenzien fir die Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Reverse Transkriptase Reagenzien
AMV Reverse Transkriptase 10 U/ul
Random (N)es [500 ng/pl]

Oligo d(T)15_18

dNTP-Mix [10 mM]
Magnesiumchlorid [25 mM]
10x RT-Puffer Il ohne MgCl;

Schweinenormalserum

SDS-Lésung 20 %
Stickstoff, flussig

Stripping-Solution-Strong

Temed

TRIzol Reagenz Ultra Pure
Wasser DNAse-frei
Wasser fur Infusionszwecke

Wasserstoffperoxid

Xylol

4.2. Losungen und Puffer

Promega
Roche

Roche
MBI-Fernemtas
Roche

Roche

Dako

Roth

UKT

Chemikon

Roth, Biorad
GibcoBRL
Ampuwa

Glaxo Smith Kline
Sigma

Fluka, VWR

4.2.1. Immun- und enzymhistochemische Gewebefarbung

4.2.1.1. HE Farbung

0,4 % Eosin-Losung (alkoholisch)

Eosin G
Ethanol 60 %

16sen, vor Gebrauch
filtrieren
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Mayers Hamalaun-Losung

1,29
50 g

50 g

19
ad 11

4.2.1.2. Immunhistochemische Farbung

Acetatpuffer pH 5,2

Farbeldsung

Methanol/H,O2-L6sung

6,48 g
790 ml

1,21 ml
ad 11

4 mg
1ml
14 ml
15 ul

200 ml
667 pl

Hamatoxilin
Natriumiodat
Aluminium-Kalium-Sulfat

bei Raumtemperatur unter
Ruihren vollstandig I6sen

Chloralhydrat
Zitronensaure
H>O bidest.

vor Gebrauch filtrieren

Natriumacetat
H,O bidest.
vollstandig I6sen
Eisessig

H,O bidest.

Aminoethylcarbazol (AEC)
N,N*‘-Dimethylformamid
Acetatpuffer

H>0.

Methanol
H202
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Paraformaldehydlosung 3 %

PBS pH 7,4

PBS/S

4.2.2. DNA-Amplifizierung

Acrylamid-LOosung 4 %

APS 10 %

200 ml

0,29
0,29
89
1,435 ¢
ad 11

100 ml

19
2,03¢g

26,6 ml
50 ml
1ml

ad 200 ml

Tg
10 ml

Paraformaldehyd
PBS pH 7,4; heil3

KCI

KH,PO4

NaCl

Na;HPO4 x 2H,0
H>O bidest.

PBSpH 7,4
BSA
NaCl

Rotiphorese Gel 30
Tris-HCI pH 6,8 [500 mM]
SDS 20 %

H,O bidest.

Ammoniumpersulfat
H20 bidest.
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EDTA 0,5 M, pH 8,0

Elektrophorese-Laufpuffer

Ethidiumbromid-Ldsung

Ladepuffer -

Ladepuffer +

pBR 322 DNA-Marker [0,2 pg/pl]

186,19

800 ml
209

ad 11

1Xx

0,5 mg
11

25 mg
1,59
1ml

ad 10 ml

25 mg
25 mg
1,59
1ml

ad 10 ml

10 pl

30 i
10 pl

Ethylendinitrilotetra-
essigsaure Di-Na-Salz
H20 bidest.
NaOH-Pellets

mit konz. NaOH auf pH 8,0
einstellen

H>O bidest.

TBE

kann bis zu 3x wieder
verwendet werden

Ethidiumbromid
H>O bidest.

Xylene-Cyanol
Ficoll Typ 405
EDTA 0,5 M, pH 8,0
H20 bidest.

Bromphenol Blau
Xylene-Cyanol
Ficoll Typ 405
EDTA 0,5 M, pH 8,0
H20 bidest.

pBR 322 DNA-Mspl Digest

1 pg/pl
H->O bidest.
Ladepuffer +
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TBE-Puffer (5x) 56 g
109 ¢
50 ml
800 ml

ad 21

4.2.3. DNA-Isolierung und —Aufreinigung

Chloroform/Isoamylalkohol (25:1) 24 ml

1 ml

NaOAc-L6sung 10 ml
2,5ml
1ml
ad 100 ml

QIAquick PCR Purifikation Kit

Borsaure

Trizma Base

EDTA 0,5 M, pH 8,0
H,O bidest.

16sen
mit konz. HCI auf pH 8,3
einstellen

H>O bidest.

Chloroform
Isoamylalkohol

NaOAc 3 M, pH 7,5
SDS 20 %

EDTA 0,5 M, pH 8,0
H,O bidest.

Wasser vorlegen sonst féllt
SDS aus

Firma Quiagen (Artikel-Nr.:
28106)
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4.2.4. Proteinisolierung

WCE-Puffer, pH 7,5

Vor Gebrauch:

1,39
0,88 g
10 ml
1ml
30 mg
38 mg
420 mg
450 mg

400 pl

ad 100 ml
1 Tabl./10ml

4.2.5. RNA-Isolierung und —Aufreinigung

TAE-Puffer 1x

4,84 g
2 ml

ad 11

Hepes Na Salz, 50 mM
NaCl, 150 mM

Glycerol, 100 %

Triton X-100, 1 %
MgCl, x 6H20 ,1,5 mM
EGTA, 1 mM

NaF, 100 mM

NasP,07 x 10 H,0, 10 mM
(Natriumpyrophosphat)
Naz;VO4, 50 mM
(Natriumvandat-L6sung)

16sen in H-O bidest.;
mit konz. HCI auf pH 7,5
einstellen

H,O bidest.
Complete Protease-
Inhibitor

Trizma Base

EDTA [500 mM]

mit Eisessig auf pH 8,5
H,O bidest.
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Ladepuffer 6x (Agarosegel)

4.2.6. Western-Blot

Assay Puffer pH 9,5,

Acrylamid-Losung (10 %)

Acrylamid-L6sung (4 %)

[-Block

50 g

19

0,59

ad 100 ml

2,42 g
20 ml

0,29
ad 100 ml

66 ml

50 ml
1ml

ad 200 ml

26,6 ml
50 ml
1ml

ad 200 ml

0,5 ml
6,659
0,29

ad 11

Saccharose

SDS

Orange G-Farbstoff
H,O bidest.

Trizma Base
H>O bidest.

mit konz. HCI auf pH 9,5
einstellen

MgCl, x 6H,0
H>O bidest.

Acrylamid 30 %
TrisHCI pH 8,9
SDS 20 %

H20 bidest.

Acrylamid 30 %
TrisHCI pH 6,8
SDS 20 %

H20 bidest.

Tween 20
I-Block
Na

PBS

auf 60 °C im Wasserbad
erwéarmen
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Lammli-Puffer (2x)

Laufpuffer, SDS-Page

PBS/T

Transferpuffer

Tris HCI, pH 8,9 [1,5 M]

1,519
20 ml
25 ml

49

10 ml

4 mg

ad 100 ml

39
14,4 g
19
ad 11

11
0,5 ml

39
14,4 g
200 ml
ad 11

181,71 g

ad 11

Trizma Base
Glycerin 20 %
H>O bidest.

mit konz. HCI auf pH 6,8

einstellen
SDS 4 %

2-Mercaptoethanol 10 %

Bromphenolblau
H20 bidest.

Trizma Base
Glycin

SDS

H,O bidest.

PBS 10x

Tween 20

Trizma Base
Glycin
Methanol
H20 bidest.

Trizma Base

16sen in H-O bidest.;
mit konz. HCI pH 8,9
einstellen

H>O bidest.
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4.3. GroBRenmarker

pBR322

Base Pairs
622 —
827 —

404 —
307 —
238+ 242
217 —
201 —
190
120 —

160 + 160 —
147 + 147 —

123 —
110 —
o —
76 —
67 —

Abbildung 7:
DNA-Marker

pBR322

DNA-Mspl Digest

100 bp Plus

bp

[T
o
=t
{m=]

[
N D
e O
S O

— 400

— 300

— 200

- 100

Protein-Marker

kDa
-A70

- ~130
— =100

~70

~10

Gel

5% polyacryamide

Abbildung 8:
DNA-Marker 100bp
Plus

12821

Eht

Abbildung 9:

Protein-Marker
Prestained Protein Ladder
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4.4. Antikorper

Tabelle 7: Antikorper

Bezeichnung
Anti-Cytochrom
P450

Anti-Cytochrom
P450

Anti-Cytochrom
P450
Anti-Cytochrom

P450
Anti-Cytochrom
P450

Anti-Cytochrom
P450

Anti-GAPDH
Anti-Glutamin-
synthetase

B -Catenin

Anti-Kaninchen

Anti-Maus

Spezifitat

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
1A2 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
2B1 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
2C6 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
2D6 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
2E1 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen Cytochrom P450
3A4 aus Kaninchen

Erstantikorper gegen GAPDH aus
Maus

Erstantikorper gegen GS aus
Kaninchen

Erstantikorper gegen B-Catenin aus
Maus

Zweitantikorper HRP-konjugiert aus
Schwein

Zweitantikorper AP-konjugiert
Zweitantikorper AP-konjugiert
Zweitantikdrper HRP-konjugiert aus
Ziege

Hersteller
Dr. Wolf

Dr. Wolf

Dr. Wolf

Chemicon

Stressgen

Chemicon

Chemicon

Sigma

BD Transduction

Laboratories
Dako

Applied Biosys.

Applied Biosys.
Sigma
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4.5.Humane Tumorproben

Tabelle 8:

Humane Tumorproben
Tumorspezifitat Anzahl
Hepatoblastom 10
Nephroblastom 12
Neuroblastom 35
Rhabdomyosarkom 16
Weichteilsarkom 12

s 85

Die humanen Tumorproben wurden alle in der Abteilung Kinderchirurgie der
Universitatskinderklinik Tubingen (PD Dr. Warmann, Prof. Fuchs) intraoperativ
gewonnen und gleich in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur Verwendung
bei den verschiedenen Untersuchungen wurden sie bei -80 °C aufbewahrt. Alle
Untersuchungen fanden unter Zustimmung der Ethikkommission statt.

Die Kontroll-/Referenzgewebe zu den einzelnen Tumorproben entstammen aus
Bereichen von normalem Gewebe der jeweiligen resezierten Organanteile. So
wird z.B. bei Befall der rechten Seite der Leber mit einem Hepatoblastom eine
komplette Hemihepatektomie rechts durchgefuhrt.

Die histologische Differenzierung der Hepatoblastome wurde von Herrn Prof.

Ruck, Pathologie Leonberg, vorgenommen.
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Tabelle 9: Histologie der Nephroblastome, Alter und Geschlecht der Patienten zum

Zeitpunkt der OP

Tumor Histologie

Wt3 Stromareiches Nephroblastom von
intermediare Malignitat

Wt4 Gemischtes Nephroblastom, intermediare
Malignitat

Wt5 Stromareich, fetal-rhabdomyomatds

Wt7 Epitheliales Nephroblastom

Wt8 Nephroblastom Mischtyp (Stadium )

Wt9 Nephroblastom Mischtyp (Stadium )

Wt10  Stromareich, fetal-rhabdomyomatos, teils
zystisch, intermediare Malignitat

Wt11 Regressiv verandertes Nephrobl. (Stadium 1)

Wt12  Nephroblastom vom regressiven Typ

Wt14  Triphasisches Nephroblastom, v.a. epithelial

Wt15 Intermediares Risiko Nephroblastom
(Stadium 1)

Wt16  Triphasisches Nephroblastom, keine

Anaplasie, Stromakomponente (Stadium II)

Alter bei OP [Mon.]/
Geschlecht
136/ m

21w

13/ m
110/ m
83/ m
20/ m
40/ m

52/ w
48/ w
23/w
83/ m

5/'m

In den Tabellen 9 und 10 sind die untersuchten Wilms-Tumoren bzw.

Hepatoblastome  aufgelistet.  Aufgrund der  Nachvollziehbarkeit und

Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit dem Labormanual wurde die urspriungliche

Nummerierung beibehalten und auf eine durchgéngige Nummerierung

verzichtet.
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Tabelle 10: Histologie der Hepatoblastome (HB) und klinische Daten der HB-Patienten

(— nicht bekannt, ? Befund fraglich, AFP Alpha-Fetoprotein)
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4.6.Primer
4.6.1. PCR-Primer

Tabelle 11: PCR-Primer

Bezeichnung Sequenz 5 — 3° Hersteller
A2_Hu ACGCACTGCCATTTTAGCTCCT Metabion
B2_Hu AGAACGCATGATAGCGTGTCTG Metabion
Cc2 TCTCAGGGAACATGGCAGCTC Metabion
Hu1 AGCTGATTTGATGGAGTTGGA Metabion
Hu2 ACCAGCTACTTGTTCTTGAGT Metabion
P1A GCGTGGACAATGGCTACTCAAG Metabion

4.6.2. LightCycler-Primer

Tabelle 12: LightCycler-Primer

Bezeichnung Sequenz 5° — 3 Tm [°C] Hersteller
18S RNA forward CGGCTACCACATCCAAGGAA 60,7  Premier
18S RNA reverse  GCTGGAATTACCGCCGCT 60,9  Biosoft
hGS forward CGTCGCCTACTCTGTGAACT 55,2  Premier
hGS reverse ACACCTGCTTGATGCCTTTA 55,8  Biosoft

CYP 1A1 forward GTCTTTCTCTTCCTGGCTATC 54,4 Premier
CYP 1A1 reverse TACCTGTTGTCTCTGGAGGGT 57,7 Biosoft

4.7.Referenzsequenz
Homo sapiens CTNNB-1, NM_001904, Exon 3: Position 282-509
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5. Methoden

5.1.Immunhistochemie

5.1.1. Anfertigung der histologischen Schnitte

5.1.1.1. Gewinnung und Aufteilung der Tumorproben

Die hier verwendeten Tumorproben wurden alle in der Abteilung Kinderchirurgie
der Universitatskinderklinik Tudbingen (PD Dr. Warmann, Prof. Fuchs)
intraoperativ gewonnen. Von dem resezierten Tumor wurde sofort eine kleine
Menge abgeschnitten, in ein 2 ml Plastikgefal® Uberfuhrt und dann in flissigen
Stickstoff getaucht. Die so schockgefrorenen Tumorproben wurden bei -80 °C
aufbewahrt.

Die ca. 2 ml Tumorproben sind so zu grof3 und vor allem zu kostbar, um sie so
weiter zu analysieren. Deshalb wurde die Tumorprobe nochmals aufgeteilt.
Dazu wurde die -80°C kalte Probe samt Plastikgefald in Alufolie eingewickelt
und vorsichtig mit einem Hammer zerbrochen. Die so gewonnenen kleineren
Tumorsticke konnen bei Bedarf in einem durch flissigen Stickstoff gekuhlten
Morser manuell noch weiter zerkleinert werden. Die Proben wurden
anschlielend sofort in einem neuen Eppendorfgefall in flussigem Stickstoff
aufbewahrt, um letztendlich wieder bei -80°C tiefgefroren zu werden.

5.1.1.2. Silanisierung von Objekttragern

Um eine optimale Haftung sowohl der Gefrier- als auch der Paraffinschnitte auf
den Objekttragern zu gewahrleisten, wurden die Objekttrager vor Aufzug der
Gewebeprobe durch Silanisierung adhasiver gemacht. Beim Silanisieren
werden die Objekttrager fur 5 Minuten in eine Beschichtungslosung gestellt,

anschlie3end zweimal kurz in Aceton geschwenkt und dann getrocknet.
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5.1.1.3. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Arbeitsflache des Gefrier-Mikrotoms ist auf -20 °C gekdhlt, um ein
vollstandiges Auftauen der zu schneidenden Proben zu verhindern. Die bei -80
°C gelagerten Tumorproben tauen dann nur so weit auf, dass sie leichter
geschnitten werden konnen. Das vor dem Schneiden zerkleinerte Probenstuck
wurde mittels OCT Tissue-Tek auf eine Haltevorrichtung gefroren und in die
Schneideapparatur eingespannt. Die zuvor manuell flach angeschnittene
Oberflache konnte anschlieRend mit dem Automatikmodus in bis zu 5 ym Dicke
Scheiben geschnitten werden. Die Schnitte wurden dann auf die silanisierten
Objekttrager gezogen und eine Stunde bei 37 — 45°C im Brutschrank
getrocknet.

5.1.2. Farben der histologischen Schnitte

5.1.2.1. Ethanolische HE-Farbung

Morphologische Auffalligkeiten lassen sich am besten in der Ubersichtsfarbung
mit Hamatoxylin-Eosin (HE) darstellen und beurteilen.

Zur Farbung der Gefrierschnitte wurden diese fur 5 Minuten in Mayers
Hamalaun gestellt. AnschlieBend wurden sie 10 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser ,geblaut®. Unter ,Blauen® verstent man die Erhohung des pH-
Wertes, die durch Behandlung mit Leitungswasser erreicht wird. Hierdurch
kommt es zu einem Farbumschlag in einen blauvioletten Ton. Bevor die
Schnitte anschlielend 3 Minuten in Eosin gefarbt wurden, wurden sie kurz — far
30 Sekunden — in 50 %iges Ethanol getaucht. Zur Differenzierung der Eosin-
Farbung folgte eine kurze Behandlung mit 80 %igem Ethanol. Fur 30 Sekunden
wurde der Gefrierschnitt dann in 96 %igem Ethanol und fur 1 Minute in 100
%igem Ethanol gewaschen. Es schlossen sich zur weiteren Entwasserung eine
zweimalige Phase von je 5 Minuten in Xylol an. Die jetzt fertig gefarbten
Schnitte wurden mit Entellan eingedeckelt.
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5.1.2.2. GS-Farbung

Um die Gefrierschnitte wurde mit einem Fettstift ein Kreis gezogen, um ein
Ablaufen der (Antikorper-) Losungen von den Objekttragern zu verhindern. 5
Minuten wurden die Schnitte in 4 °C kalter 3 %iger Paraformaldehyd-Losung
fixiert. Nach dem anschlieBenden Waschen — wieder fur 5 Minuten, erfolgte
durch eine aufsteigende Methanolreihe (50, 70, 90 %) fur je 1 Minute die
Entwasserung. Da eventuell vorhandene Peroxidasen durch Reaktion mit dem
2. Antikorper, der selbst an eine Peroxidase gebunden ist, in den Schnitten
beim Farben eine unspezifische Reaktion hervorrufen wirden, wurden diese
durch 15-minutiges Inkubieren der Schnitte in Methanol/H,O, geblockt. Dann
folgte eine absteigende Methanolreihe (90, 70, 50 %), auch wieder fur jeweils 1
Minute. Die Schnitte wurden durch zweimalige Behandlung mit PBS - 5
Minuten - und einmalig mit PBS/S — 5 Minuten — gewaschen.

Das jetzt fur 5 Minuten auf die Schnitte gegebene Schweinenormalserum
(Verdinnung 1:30 in PBS/S) sollte unspezifische Bindungsstellen fur den 1.
Antikorper blockieren. Es folgte die Behandlung mit dem 1. Antikorper
(Verdinnung 1:1000 in PBS/S), der spezifisch an die GS bindet. Abhangig von
der GroRe der Schnitte wurden zwischen 150 pyl und 200 pl
Schweinenormalserum bzw. Antikorper-Losung direkt auf die einzelnen Schnitte
pipettiert. Diese wurden zur Inkubation Uber Nacht im Kuhlschrank auf nassem
Whatman-Papier in einem eckigen Plastikgefal® aufbewahrt.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte mit PBS/S fur 5 Minuten gewaschen.
Dann nochmals mit Schweinenormalserum (1:30 verdunnt in PBS/S) 5 Minuten
lang inkubiert. Der dann auf die Schnitte pipettierte 2. Antikorper (Verdlinnung
1:20 in PBS/S; 150 - 200 pl) bindet spezifisch an den 1. Antikorper. Nach der
Inkubationszeit von 1 Stunde wurden die Schnitte 5 Minuten in PBS und
anschlielend 5 Minuten in Acetatpuffer gewaschen. Je nach SchnittgroRRe
wurden zum Ablauf der enzymatischen Farbereaktion fur ca. 15 Minuten 150 pl
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bis 200 pl Reaktionslosung (Amino-Ethylcarbazol/H,O2) auf die Schnitte

gegeben. Nach den je 5-minutigen Waschschritten mit Acetatpuffer und PBS,

und kurzem Schwenken in H>O bidest., folgte die Gegenfarbung (Darstellung

vor allem der Kerne) mit Hamalaun (siehe 5.1.2.1.). Die Schnitte wurden

abschlie3end mit 45°C warmer Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt.

Farbung

2. Antikorper \ /%)/

Enzym
Gewebe \ 1. Antikorper
yan T\ Antigen

5.1.2.3. CYP-Farbung

Abbildung 10:

Schematische Darstellung der
Visualisierung der Antigene.

Als erstes reagiert der protein-
spezifische 1. Antikdérper mit
dem Antigen. In einer zweiten
Reaktion bindet der mit einem
Enzym gekoppelte 2. Antikorper
spezifisch an den 1. Antikorper.
Dieses Enzym katalysiert eine
Farbreaktion und fihrt so zur
visuellen Darstellung der
gewilnschten Struktur.

Die Farbung der Gefrierschnitte zur Darstellung der Cytochrom P450 Enzyme

folgte dem Protokoll der GS-Farbung (siehe 5.1.2.2.) mit dem Unterschied, dass

der 1. Antikorper spezifisch fur das jeweilige Cytochrom war.

5.2. Mutationsanalyse

5.2.1. DNA-Gewinnung und Amplifizierung aus Tumorgewebe

5.2.1.1. DNA-Isolierung aus den Tumorproben

(Denaturierte) Proteine und DNA I6sen sich in verschiedenen Losungen

unterschiedlich gut. Diese Tatsache macht man sich bei der DNA-Isolierung zu

Nutze. Durch Phenol und Chloroform denaturierte Proteine, befinden sich nach

Mischen mit der Stammldsung und Phasentrennung zum groften Teil in der

sogenannten Interphase. Die DNA befindet sich in der wassrigen, oberen
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Phase. Chloroform hat zudem eine stabilisierende Wirkung auf die Grenze
zwischen wassriger DNA-L6sung und Phenolphase. Um den Proteinanteil in der
Losung maglichst vollstandig zu entfernen, ist es sinnvoll, so oft Phenol hinzu
zu geben, bis keine Interphase mehr auftritt. Da sich Phenol z.T. auch in der
wassrigen Phase befindet, muss dieses durch Extraktion mit
Chloroform/Isoamylalkohol entfernt werden. Wird ein Gemisch aus Phenol und
Chloroform bei der DNA-Extraktion verwendet, kann die Menge an isolierter
DNA erhoht werden. Isoamylalkohol, ein Methyl-Alkohol wirkt aul3erdem einem
Schaumen der Losung beim Mischen entgegen. Nachdem die Losung von
Proteinen gereinigt ist, muss die DNA gefallt und schlie3lich gereinigt werden.
Bei Vorhandensein von monovalenten Kationen kommt es nach Zusatz von
Ethanol zu einem unloslichen Niederschlag der DNA. Durch Verwendung von
Natriumacetat werden die notwendigen monovalenten Kationen zur Verfugung
gestellt. Nach der Fallung der DNA wird durch anschlielliendes Waschen mit 70
%igem Ethanol noch vorhandenes Salz zum grof3en Teil entfernt, da sich die
meisten Salze in 70 %igem Ethanol gut I6sen.

In der praktischen Durchfihrung wurde vor der eigentlichen DNA-Isolierung das
zu untersuchende Gewebestuck zerkleinert. Hierzu wurden 0,5 ml NaOAc
(Natriumacetat)-Puffer in ein in flussigem Stickstoff gekuhltes Teflongefald
vorgelegt, eine Stahlkugel und schlieRlich ein kleines Gewebestlck
hinzugefugt. Das Teflongefa® wurde dann in den Mikrodismembrator®
eingespannt und das Gewebe durch die Stahlkugel fein zermdrsert. Das so
entstandene Pulver wurde in eine Losung von 2,5 ml Phenol und 2 ml NaOAc-
Puffer gegeben und fur 5 Minuten manuell geschuttelt. Anschlielend wurden
2,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (im Verhaltnis 25:1) dazugegeben und wieder
fur 5 Minuten geschuttelt. Zur Beschleunigung der Phasen-Trennung wurde die
Losung bei 2.500 rpm (rounds per minute) 5 Minuten zentrifugiert. Die untere
organische Phase kann abpipettiert und dann verworfen werden.
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Es folgte ein zweiter Schritt mit Zugabe von 2,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol,
Schutteln (5 Minuten) und Zentrifugation (5 Minuten, 2.500 rpm). Dieses Mal
wurde die obere wassrige Phase, in der die DNA geldst ist, in ein neues
Rohrchen uberfuhrt, 2,5 ml reines Chloroform hinzugegeben, wieder fur 5
Minuten gemischt und anschlielend zentrifugiert (5 Minuten, 2.500 rpm). Die
wassrige, obere Phase wurde jetzt in einem neuen Rohrchen mit 5 ml eiskaltem
100 %igem Ethanol versetzt und die DNA durch langsames Schwenken der
Losung ausgefallt. Die so entstandenen DNA-Faden wurden mit einer
gebogenen Glas-Pasteurpipette aufgewickelt und in 70 %igem Ethanol
gereinigt. Nach kurzem Trocknen an Raumluft, wurde die DNA in TE

(Tris/EDTA-Puffer) geldst und anschlieRend quantitativ bestimmt.

wassrige
o > <> Phase
wassrige___ [ v, | /(DNA)
Phase 137 Mischen > Zentrifugatigln < ’j - __Interphase
organische (denat.
Phase —\/ v Proteine)
\ .
organische
Phase

Abbildung 11: Phenolextraktion wassriger DNA-LOsungen.

Die proteinhaltigen Verunreinigungen werden durch Extraktion mit gepuffertem Phenol
entfernt. Die untere organische Phase ist eine Mischung aus Phenol, Chloroform und
Isoamylalkohol. Nach der Phasentrennung befinden sich die denaturierten Proteine
hauptsachlich in der so genannten Interphase. Ein geringer Teil wird auch in Phenol
geldst. Die DNA ist in der wassrigen Phase zu finden.

(modifiziert nach Lottspeich, Bioanalytik, 2. Auflage: 634, 2006).

5.2.1.2. DNA-Quantifizierung

Die Bestimmung der Menge an DNA in der isolierten Probe wurde nach zwei
verschiedenen Methoden durchgefuhrt. Zum einen wurde die DNA Menge uber
das unterschiedliche Absorptionsverhalten von Proteinen und DNA bestimmt.
Gemessen wird dies Uber die optische Dichte (OD) in einem Photometer. DNA
enthalt aromatische Basen, Proteine aromatische Aminosauren (Phenylalanin,
Tyrosin, Tryptophan). Diese absorbieren Licht bei unterschiedlicher
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Wellenlange maximal — die aromat. Basen bei 260 nm, die aromat.
Aminosauren bei 280 nm. Der Quotient aus diesen beiden Maxima lasst auf
den Grad der Verunreinigung der isolierten DNA-Probe mit Proteinen schliel3en.
Vor der Messung wurde die Probe verdinnt — die optische Dichte sollte
zwischen 0,1 und 1,0 liegen, entsprechend einer DNA-Konzentration von 5
ng/pl bis maximal 500 ng/ul. Die Konzentration der DNA-LOsung erhalt man
nach Verrechnung des gemessenen OD-Wertes mit einem DNA-spezifischen
Faktor.
C [ug/pl] = OD2go x V x F x 1000

Legende: c Konzentration, ODg optische Dichte bei 260 nm, V Verdinnungsfaktor,
F spezifischer Multiplikationskoeffizient: DNA 50; RNA 40

Eine korrekte Bestimmung der DNA-Konzentration kann allgemeingesehen nur
dann erfolgen, wenn auszuschlieBen ist, dass keine RNA in der Losung

vorhanden ist.

Zum anderen wurde in dieser Arbeit die NanoDrop-Methode zur DNA-
Quantifizierung verwendet. Dazu wurde ein Tropfen - ca. 2 pl — der isolierten
DNA-Probe auf die Melstelle des Gerats aufgetragen. Durch die
Oberflachenspannung zwischen zwei Flachen wird dieser Tropfen fixiert. Die
Strecke, die das Licht — hier einer Xenon-Blitzlampe - zuricklegen muss, misst
nur 1 mm. Die Konzentration der DNA-Probe wird Uber ein Software-Programm
des Gerats berechnet. Die maximale Konzentration die gemessen werden kann
liegt bei 3700 ng/pl.

5.2.1.3. DNA-Amplifikation mittels PCR

Die Methode der Polymerasen-Ketten-Reaktion (engl. Polymerase-Chain-
Reaktion, PCR) wurde 1983 von Kary Mullis erneut erfunden, nachdem in den
70’er Jahren der norwegische Postdoc Kjell Kleppe schon die Idee hatte DNA

durch zwei flankierende Primer zu vervielfaltigen. Mullis entwickelte ein
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Verfahren, das mit Hilfe eines Enzyms (DNA-Polymerase) DNA durch repetitive
Verdoppelungen in mehreren Zyklen vermehren konnte. 1993 erhielt er fiur

dieses Verfahren den Nobelpreis in Chemie.

Die damals noch eingesetzten DNA-Polymerasen mussten bei jedem Zyklus
erneut hinzugefugt werden, da sie den notwendigen hohen Temperaturen nicht
standhielten. Heutzutage werden thermostabile DNA-Polymerasen von
thermophilen-Bakterien verwendet, die Temperaturen von bis zu 110°C
uberleben. Eines dieser ersten thermostabilen Enzyme war aus Thermus
aquaticus (ein thermophiles, gramnegatives Bakterium) — daher auch der Name

Taqg-Polymerasen - isoliert worden.

Die einzelnen Schritte eines einzelnen PCR-Zyklus sehen wie folgt aus:

Als erstes erfolgt die Denaturierung der DNA, d.h. das Trennen der beiden
komplementaren Einzelstrange der doppelstrangig vorliegenden DNA (dsDNA).
Hierzu wird der PCR-Ansatz auf 95°C erhitzt. Bei dieser Temperatur werden die
fur das Zusammenhalten der dsDNA verantwortlichen Wasserstoff-
bruckenbindungen aufgebrochen.

An die Einzelstrange der DNA konnen sich dann die Primer anlagern (Primer
annealing). Damit dies geschieht, muss die Temperatur wieder gesenkt werden.
Die optimale Temperatur fur das Anlagern ist von Primer zu Primer
unterschiedlich. Ublicherweise liegt diese Temperatur 2 — 3°C unter dem
Schmelzpunkt des jeweiligen Primers (ca. 50 — 60°C). Wird die Temperatur zu
hoch gewahlt, lagern sich die Primer nicht an die DNA an, ist sie zu niedrig,
kommt es zu unspezifischen Bindungen an den falschen Stellen der DNA.

Haben sich die Primer an der richtigen Stelle des DNA-Stranges angelagert,
kann die sogenannte Elongation (Polymerisation) erfolgen. Dabei werden von
der DNA-Polymerase freie Nukleotide am 3‘-Ende des Primers beginnend und
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dem DNA-Einzelstrang folgend angeflgt. Die hier notwendige Temperatur und
Zeit hangt von der zum Einsatz kommenden Tag-Polymerase und der Lange
des zu vervielfaltigenden DNA-Fragments ab.

Die jetzt wieder doppelstrangig vorliegende DNA wird zur Auftrennung wieder
auf 95°C erhitzt und der Zyklus beginnt von vorne. Jeder Zyklus besteht aus
den oben genannten drei Schritten (Denaturierung, Primer Annealing und
Elongation). Bei jedem Zyklus verdoppelt sich die DNA, so dass es bei den
ublichen 25 — 50 Zyklen zu einer exponentiellen Vermehrung der DNA kommt.
Durch die Verwendung von so genannten Thermocyclern erfolgt der Ablauf der

PCR, nachdem alle notwendigen Chemikalien zusammen pipettiert wurden,

automatisch.

dsDNA
Denaturierung (1. Zyklus)¢

Primer
Primer Abbildung 12:

Ul | | | | UL L Schematische Darstellung der
| IPCR. In einem zyklischen
Prozess aus Denaturierung,

EIongation¢ Primer-Annealing ~und
Elongation verdoppelt sich die

I | Zahl der  DNA-Abschnitte
' T T theoretisch mit jedem Zyklus.
| Beschrieben ist der erste
Zyklus. Die Zahl der Kopien
wachst exponentiell mit jeder

[ 1 | weitern Runde.
| I(modifiziert nach Lottspeich,

Denaturierung (2.Zyk|us)¢ Bioanalytik, 2. Auflage: 745,

2006).
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Folgende Komponenten wurden fur die PCR der isolierten DNA hinzugegeben:
29,0 plHO

5,0 pl10x Taqg-Puffer
50 pldNTPs [2 mM]
2,5 yl 5-Primer [10 uM]
2,5 yl 3*-Primer [10 pM]
1,0 ul native Tag-DNA-Polymerase [1U/pl]

> 45,0 ul

+ 5,0 ulisolierte DNA [0,1 mg/ml]

Alle diese Komponenten wurden der isolierten DNA auf Eis hinzugegeben und
nach vorsichtigem Mischen in das PCR-Gerat gestellt sobald dieses eine
Temperatur von 95°C erreicht hat. Die hier zum Einsatz gekommene Tag-
Polmerase braucht keine vorzeitige Hitzeaktivierung und wurde deshalb beim
erstmaligen Hochheitzen des PCR-Gerates auf 95°C oder auch schon bei

Raumtemperatur unerwinschte Nebenprodukte erzeugen.

Um verschiedene Mutationen bzw. bestimmte Bereiche des vervielfaltigten
DNA-Fragments genauer zu untersuchen, wurden unterschiedliche Primerpaare
verwendet. Wie bereits oben erwahnt, mussen hierfir unterschiedliche
Annealing-Temperaturen und somit auch unterschiedliche PCR-Programme

verwendet werden:
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Tabelle 13: PCR-Programme zur Amplifikation der isolierten genomischen DNA.
(Programme 1 und 2 fir Untersuchungen auf Deletionen, Programme 3 und 4 fir
Untersuchungen auf Punktmutationen, bp Basenpaare).

Programm 1 2 3 4
5‘-Primer P1A P1A Hu1 Hu1
3‘-Primer A2 Hu B2_Hu Hu2 C2
95°C, 5 min. 45 sec.

Denaturierung 95°C, 1 min. 95°C, 1 min. 95°C, 1 min. 95°C, 1 min.
Annealing 65°C, 45sec. 65°C, 45sec. 60°C, 45 sec. 65°C, 45 sec.
Elongation 72°C,2min. 72°C,2min. 72°C,1min. 72°C, 2 min.

72°C,5min. 72°C,5min. 72°C,5min. 72°C, 5 min.
Lange PCR- 1688 bp 1352 bp 232 bp 493 bp
Amplifikat

5.2.2. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient zur Auftrennung verschiedener Arten von
Molekulen. Die entscheidenden Faktoren fur die Auftrennung sind zum einen
die Molekulgrofle, zum anderen die Ladung des Molekuls. Negativ geladene
Molekule wandern zur positiv geladenen Anode, positiv geladenen Molekule zur
negativ geladenen Kathode. Eine Proportionalitat zwischen elektrischer Ladung
und GrolRe eines Molekuls vorausgesetzt, lassen sich die Moleklle in einer
Matrix mit bestimmter Porengrofde durch ein elektrisches Feld nach ihrer GroRRe
auftrennen. Das DNA-Molekul besitzt eine Vielzahl an Phosphatgruppen und ist
Kurze DNA-
Fragmente wandern schneller durch die Poren des Acrylamidgels, als lange

deswegen proportional zu seiner GroRe negativ geladen.

DNA-Fragmente. Zur Auftrennung der PCR-Produkte eignen sich aufgrund der

geringen DNA-Fragmentenlange besonders 10%ige-Acrylamidgele.
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5.2.2.1. GieBen der Acrylamidgele

Es wurden drei Spacer, zwei Glasplatten, ein Gelkamm und mehrere Klemmen
bendtigt, um die Apparatur fur das Gelegie3en vorzubereiten. Die Spacer
wurden an drei Seiten zwischen den zwei Glasplatten mit Hilfe von Klemmen so
fixiert, dass sie moglichst keine Flussigkeit mehr durchlassen konnten. An die
Ecken zwischen den Spacern wurde prophylaktisch geschmolzene Agarose

getropft, um ein etwaiges Auslaufen zu verhindern.

Fur ein 10%iges Acrylamidgel wurde folgendes bendtigt:
16,6 ml H.0 bidest.
12,0 ml Rotiphorese Gel 30
7,2 ml 5x TBE-Puffer
180 plAPS 10 %
20,0 ul Temed
2 36,0 mi

Nach vorsichtigem Mischen konnte die LOosung zwischen die zwei
abgedichteten Glasplatten gegossen und der Gelkamm gesteckt werden. Nur
blasenfrei gegossene Gele wurden verwendet. Zum Auspolymerisieren braucht
das Gel ca. 1,5 Stunden. Anschlielend wurde der Kamm und der untere
Spacer gezogen und das Gel in die Elektrophoresekammer gestellt. Gegen das
Austrocknen des Gels, wurde es mit 1x TBE-Puffer Uberschichtet.

Kathode
I

Gelschicht
zwischen
zwei
Glasplatten
Anode

Abbildung 13:

Flachgelapparatur far Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen.  Entsprechend dem
elektrischen Strom werden die in die
Probentaschen aufgetragenen Proben von
der Kathode zur Anode aufgetrennt.
(Lottspeich, Bioanalytik, 2. Auflage: 241,
2006).
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5.2.2.2. Probenvorbereitung fiir die Gelelektrophorese

5 pl des fertigen PCR-Produktes wurden mit 1 pyl 10x Ladepuffer in einem
neuen Eppendorf-Gefal® gemischt. Nachdem die Gelkammern gespult waren,
wurden diese 6 pl komplett aufgetragen. Um die entstehenden DNA-Banden
zuordnen zu koénnen, wurden 6 pl eines GroRen-Markers mit (pBR322 far
Groflden bis zu 587 bp oder 100 bp + fur GroRen bis zu 3.000 bp) zusatzlich
aufgetragen.

Die Elektrophorese-Apparatur wurde danach verschlossen und fur ca. 75
Minuten bzw. solange, bis die unterste Bande des Markers ca. 5 cm oberhalb

des unteren Gelrandes angelangt ist, eine Spannung von 300 V angelegt.

5.2.2.3. Entwicklung der Acrylamidgele

Das fertig gelaufene Gel wurde aus der Apparatur genommen und in einer
Plastikschale fur ca. 10 Minuten in 0,00005 %iger Ethidiumbromidldsung
gefarbt. Ethidiumbromid absorbiert UV-Licht und interkaliert aufgrund seiner
Struktur in die DNA. Unter UV-Licht wird deshalb die DNA im Gel sichtbar.

Die Ethidiumbromidlosung wurde nach den 10 Minuten Inkubation zur erneuten
Verwendung wieder in das ursprungliche Gefal} gefullt. Das Gel wurde kurz mit
VE-Wasser (vollentsalztes Wasser) gewaschen und anschlieend in die CSC-
Kamera gelegt. Unter UV-Licht mit einer Expositionszeit von 250 — 300 Frames
wurde das Gel fotografiert. Nach Abschluss des Fotografierens wurde das Gel
im Sonderabfall entsorgt.

5.2.3. Mutationsanalyse der amplifizierten DNA

5.2.3.1. Aufreinigung der amplifizierten DNA

Bevor das PCR-Produkt auf Mutationen untersucht werden kann, muss es von
Salzen (zum Beispiel MgCl,), ubrig gebliebenen Primern und anderen Teilchen,
die die Sequenzierung storen konnten, befreit werden. Mit Hilfe der
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Absorptions-Chromatographie lasst sich die amplifizierte DNA reinigen. Zur
Durchfuhrung wurde das QIAquick PCR Purification Kit der Firma Quiagen
(Artikel-Nr.: 28106) verwendet.

40 pl des PCR-Produkts wurden mit 200 pl eines Aquillibrierungs-Puffers
gemischt und anschlieBend auf ein Absorptions-Saulchen aufgetragen. Damit
die DNA an diese bindet, wurde die Mischung fur 1 Minute bei 14.000 rpm
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Auf die Absorptions-Saule wurden
danach 750 pl eines Wasch-Puffers gegeben und alles wieder bei der gleichen
Geschwindigkeit fur 1 Minute zentrifugiert. Hierbei werden alle

niedermolekularen Nukleinsauren (z.B. Uberschussige Primer) mit dem Eluat

ausgewaschen. Ein erneuter Zentrifugations-Schritt ist n6tig, um den Wasch-
Puffer komplett aus der Saule zu entfernen. Als letztes kamen 30 pl eines
Elutions-Puffers auf die Saule. Dieser |0st bei Zentrifugation mit 14.000 rpm fur
1 Minute die jetzt aufgereinigte DNA aus der Saule. Bis die aufgereinigte DNA

weiterverwendet wurde, wurde sie bei -20 °C tiefgefroren.

5.2.3.2. Sequenzierung

Zur Sequenzierung werden der aufgereinigten DNA dNTPs, Puffer, Primer im
Uberschuss und Tag-Polymerase hinzugegeben. Dieser Reaktionsansatz wird
in vier Teilproben aufgeteilt und in jeden einzelnen Aliquot eines der vier
fluoreszenzmarkierten ddNTPs gegeben. AnschlieRend folgt eine regulare
PCR-Reaktion. Wird in den neu entstehenden DNA-Strang ein fluoreszenz-
markiertes ddNTP eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch, da von der Tag-
Polymerase zwischen ddNTPs und dNTPs keine Phosphodiesterase-Bindung
hergestellt werden kann. Da dies zufallig geschieht, entstehen in den vier
einzelnen Aliquots ganz unterschiedlich lange DNA-Amplifikate, die aber jeweils
jedes mit dem gleichen ddNTP enden.
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Diese DNA-Amplifikate der vier Aliquots werden nebeneinander auf ein
Acrylamid-Gel mit sehr feinporiger Struktur aufgetragen. Bei dem
anschlielenden Gellauf erfolgt eine Auftrennung gemald der GrolRe der
einzelnen DNA-Amplifikate. An jeder Stelle der aufgereinigten DNA werden
ddNTPs eingebaut, so dass die Sequenz aufsteigend nach ihrer Gro3e aus den
Banden abgelesen werden kann.

Diese Methode zur DNA-Sequenzierung, die nach dem Erfinder Sanger
benannt wurde, ist sehr aufwendig und Okonomisch nur von einem Labor
durchzuflhren, das viele Proben sequenziert. Deshalb wurde die aufgereinigte
DNA zur Sequenzierung nach Reutlingen zur Firma ‘4baselab’ geschickt, die

die in groRem Maldstab durchfuhrt.

Eine nach Sequenzierung in einer Richtung gefundene Mutation kann in selten
Fallen artifiziell sein, so dass zur Absicherung grundsatzlich aus beiden
Richtungen sequenziert wurde.

Far Punktmutationen stellte sich zur Sequenzierung die Primerkombination Hu1
mit Hu2, fur Deletionen die Primerkombination P1A mit B2 _Hu als besonders

effektiv heraus.
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Sequenz: ° GACTCTGGA

Abbildung 14: Sequenzierung nach Sanger.

(ANTP Desoxyribonukleosidtriphosphate, ddATP Didesoxyadenosintriphosphat,
ddCTP Didesoxycytidintriphosphat, ddGTP Didesoxyguanosintriphosphat,
ddTTP Didesoxythymidintriphosphat).

(modifiziert nach Lottspeich, Bioanalytik, 2. Auflage: 782, 2006).

3(

5.2.3.3. Bestatigung der Mutation

Es kann mitunter vorkommen, dass die Tag-Polymerase wahrend einer PCR
Mutationen in die Hotspot-Codons (Codons der DNA, in der Mutationen um ein
Vielfaches haufiger vorkommen als nach der normalen Mutationsrate zu
erwarten ware) einliest. Deshalb mussen alle gefundenen Mutationen bestatigt

werden.

Hierzu wurde mit der isolierten DNA derselben Tumorprobe, in der eine
Mutation durch Sequenzierung in beide Richungen identifiziert wurde, eine
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erneute PCR (mit den gleichen Primern) durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA
wurde erneut aufgereinigt und wieder zur Sequenzierung geschickt. Bestatigte
sich in dieser Sequenzierung der DNA aus der gleichen Tumorprobe die

Mutation, wurde diese als verifiziert angesehen werden.

5.3. LightCycler Verfahren

5.3.1. RNA-Gewinnung aus den Tumorproben

5.3.1.1. RNA-Isolierung aus den Tumorproben

Das Prinzip der RNA-Isolierung entspricht dem Prinzip der DNA-Isolierung.
Zuerst erfolgte eine AufschlieBung der Zellen mit Hilfe des Mikrodismembrators.
Unterstitzend wirkt hier Trizol, eine monophasische Losung aus Phenol und
Guanidin-Isothiocyanat (ein Detergenz, das Zellmembranen zerstort aber
gleichzeitig protektiv auf die RNA wirkt). Von diesem wurden 150 pl in das
stickstoffgekuhlte Teflongefall zusammen mit der Probe und einer kleinen
Stahlkugel geben. Nach dem Zermorsern in dem Mikrodismembrator wurde das
Pulver in ein Rohrchen, in das 1,5 ml Trizol vorgelegt wurde Uberfuhrt.

Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte in Analogie zum
Vorgehen bei der DNA-Isolierung (siehe 5.2.1.2.) in den nachsten Schritten die
Entfernung von Proteinen durch Behandlung mit Chloroform. Dazu wurde
zweimal je 400 pl Chloroform der Losung hinzugegeben, fur 15 sec kraftig
geschuttelt und nach anschlieRender Zentrifugation fir 30 min bei 4 °C und

6.000 rpm die obere wassrige Phase in ein neues Rohrchen Uberfuhrt.

Zur Prazipitation (Fallung) der RNA wurde hier allerdings nicht Ethanol, sondern
Isopropanol verwendet. Dies hat bei Verwendung von kleinen Ansatzen einen
Vorteil. AuRerdem fallt es Salze (vor allem Natriumchlorid) leichter als Ethanol.
Im Gegensatz zur DNA-Isolierung erfolgte bei der RNA-Prazipitation nach
Zusatz von 1,5 ml Isopropanol und Inkubation bei -20 °C fur 30 min ein weiterer
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Zentrifugationsschritt bei 4°C und 6.000 rpm fur 30 min. Das dabei entstehende
Nukleinsaure-Pellet wurde mit 2 ml 75 %igem Ethanol gewaschen, nochmals
zentrifugiert (5 min, 6.000 rpm, 4 °C) und vor dem L6sen in sterilem Wasser fur
10 min an der Luft getrocknet. Nachdem das Pellet uber Nacht im Kiuhlschrank
gelost wurde, konnte die Konzentration der RNA-L6sung bestimmt werden.

5.3.1.2. RNA-Aufreinigung

Um etwaige (molekulare) Ruckstande, die spatere Analysen (z.B. Light Cycler
Analysen) storen konnten, aus der RNA-haltigen Losung zu entfernen, wurde
vor der eigentlichen Aufreinigung eine DNAse-Behandlung durchgefuhrt.

Dazu wurde folgender Ansatz bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert:

100,0 pg Total-RNA

10,0 pl 10x DNAse-Puffer

5,0 plI UDNAse — RNAse frei
ad 100 pl ddH»0

AnschlieRend wurden der RNA-L6sung 100 ul H,O-gesattigtes Phenol und 60
pl Chlorofrom zugegeben und alles kraftig gevortext. Durch Zentrifugation bei
14.000 rpm uber 5 Minuten bei 4°C wird die wassrige Phase, in der sich die
RNA befindet, von der organischen Phase abgetrennt. Die obere, wassrige
Phase wurde anschlieRend in ein neues Reaktionsgefaly uberfuhrt und mit 100
pl Chloroform versetzt und wieder gevortext. Es schlossen sich nach Abgiel3en
der wassrigen Phase und Zugabe von 100 pl Chloroform ein erneuter
Zentrifugations-Schritt an, wie der erste. Aus der dann entnommenen oberen
wassrigen Phase kann die RNA gefallt werden. Dazu wurde diese Phase in
einem neuen Reaktionsgefal® mit 1/10 Volumen 2M Natriumacetatpuffer (pH
4,5) angesauert und danach mit 2,5 Volumenanteilen 100 %igem Ethanol
versetzt. Die Losung wurde kurz gevortext und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert,

Seite |56



Methoden

damit die RNA-Ausfallung von statten geht. Durch Zentrifugation (14.000 rpm,
15 min, 4 °C) entsteht am Boden des Reaktionsgefal® ein RNA-Pellet. Nach
AbgieRen des Uberstandes wurden dem Pellet 500 ul 75 %ige Ethanol-Lésung
hinzugegeben. So wird die Mehrzahl der Salze aus dem Pellet entfernt. Es
folgte ein erneuter Zentrifugations-Schritt (14.000 rpm, 15 min, 4 °C), allerdings
dieses Mal nur fir 5 Minuten. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen,
damit das Pellet an der Luft fur kurze Zeit getrocknet werden kann. Die so
erhaltene reine RNA wurde in 50 pl sterilem, destillietem Wasser
aufgenommen und vor der Quantifizierung Uber Nacht im Kuhlschrank

aufbewahrt.

5.3.1.3. RNA-Quantifizierung

Die Methode zur RNA-Quantifizierung entspricht der zur DNA-Quantifizierung
(siehe 5.2.1.3.). Auch hier kann die Menge an RNA entweder photometrisch
gemessen werden oder mit Hilfe der NanoDrop-Methode. Bei der
photometrischen Methode wird die isolierte RNA im Verhaltnis 1:500 verdunnt
und anschlief3end die Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt. Eine Konzen-
tration von 40 ug RNA/ ul entsprechen hier einer OD von 1. In dieser Arbeit kam
vor allem die NanoDrop-Methode zum Einsatz.

5.3.2. Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Um zu uberpriufen, ob ein Gen transkripiert wurde, muss man die abgelesene
RNA analysieren. Hierzu muss zuerst die RNA in die komplementare DNA, die
sogenannte cDNA (copy DNA) umgeschrieben werden. Im Unterschied zur
genomischen DNA enthalt die cDNA keine Introns. Introns sind Genabschnitte,
die keine Informationen tragen und wahrend der Transkription zur mRNA
(messenger RNA) herausgeschnitten werden. Als nachster Schritt folgt dann
die Auswertung/ Quantifizierung mittels PCR bzw. genauer, mittels Real Time
PCR.
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Die zur Umschreibung von RNA in DNA notwendige Polymerase kommt in der
Natur in verschiedenen Viren vor. Der bekannteste Vertreter ist hier das HI-
Virus (HIV, Human immunodeficiency virus). Diese DNA-Polymerasen oder
auch Reverse Transkriptasen erlauben den Viren ihre eigene RNA in einem
Wirt zu cDNA umzuschreiben und anschliefend in die genomische DNA des
Wirtes zu integrieren. In der RT-PCR werden Reverse Transkriptasen
verwendet, um mRNA in cDNA umzuschreiben.

In dieser Arbeit wurde im Reaktionsansatz die Reverse Transkriptase aus dem
Avian Myoblastosis Virus (AMV-RT) verwendet.

RNA
/\/\/\W ¥
5‘
3 Primer | 5
Reverse Transkriptase ¢
RNA
3‘
5‘
< | | cDNA
3 5 .
Abbildung 15:
g Primer 11 . PCR ¢ Schematische

Darstellung der RT-PCR.

LU Da RNA durch die PCR
I | cDNA nicht direkt amplifiziert
werden kann, muss sie

* zunachst in cDNA

umgeschrieben werden.

Diese wird dann fur die

dsDNA  eigentliche* PCR einge-

' | setzt.
* (modifiziert nach
Lottspeich, Bioanalytik,
PCR 2. Auflage: 750, 2006).
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Folgender Ansatz wurde fur die RT-PCR verwendet:
5,05 pl H20 (Ampuwa — DNAse und RNAse frei)
3,00 pl MgCl; [25 mM]
1,50 pl 10x PCR-Puffer
1,50 pl dNTPs [10 mM]
0,38 ul Primer Oligo d(T)15
0,38 pl Primer Random d(N)6
Vortexen
0,19 ul AMV-RT
3,00 ul isolierte RNA [125 ng/ pl]
> 15,0 ul

Bei 42°C erfolgte fur 1 Stunde die Elongation, bevor im Anschluss bei 95°C fur
5 Minuten die AMV-RT inaktiviert wurde.

5.3.3. Real Time PCR

Als letzter Schritt erfolgte die Quantifizierung der durch RT-PCR gewonnenen
cDNA und so indirekt auch der mRNA. Die hierzu verwendete Methode, die
Real Time PCR (Echtzeit PCR), hat ihren Namen aufgrund der
Echtzeitmessung des Anstiegs der amplifizierten DNA. Weiterer Vorteil dieser
Methode ist ihre kurze Dauer, die durch die sehr kleinen Reaktions-Ansatze und
die Verwendung sehr dunner Reaktionsgefale (Glaskapillaren), die schnelle
Temperaturanderungen erlauben, erreicht wird.

Gemessen wird der Anstieg der amplifizierten DNA anhand der
Fluoreszenzemission von Farbstoffen (in dieser Arbeit SYBR Green [), die in
doppelstrangige DNA interkalieren. Je mehr doppelstrangige DNA vorliegt,
desto starker ist die Emission des Floureszenzfarbstoffes. Die Quantifizierung
erfolgt gegen eine Eichgerade, die man durch Amplifikation von cDNA

bekannter Konzentration erhalt (absolute Quantifikationsanalyse).
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Um die Eichgerade zu bestimmen wird in der Regel ein Gen verwendet, dessen
Expression in allen Geweben zu jedem Zeitpunkt relativ konstant ist (so
genanntes Housekeeping-Gen, in dieser Arbeit 18S-RNA). Die Referenzprobe
bekannter Konzentration und ihre Verdinnungen (1:100, 1:10.000) werden auf
der Abszisse gegen die korrespondierenden Crossing-points (Cp) auf der
Ordinate logarhythmisch aufgetragen. Der Betrag der Steigung ergibt die cDNA
Veranderung pro Zyklus.

Cp-Wert
[Zyklen] Abbildung 16:
Schaubild einer Eich-
S gerade fir LightCycler-
Analysen.

log cDNA

Unter den Crossing-Points versteht man den Zeitpunkt, zu dem die Fluoreszenz
der Probe die des Hintergrunds ubertrifft und konstant ansteigt. Angegeben
werden die Crossing-Points in  Zyklen. Je groRer die initiale cDNA-
Konzentration, desto fruher erscheint der Crossing-Point (weniger
Amplifikationszyklen). Cp-Werte von Proben unbekannter DNA-Konzentration
konnen mittels der Eichgerade quantifiziert werden.

Eine Maoglichkeit der relativen Quantifizierung, die in dieser Arbeit verwendet
wurde, ist der Vergleich von Cp-Werten einer Probe (Zielgen) relativ zu denen
einer Referenzprobe (Housekeeping-Gen). So kann ein Induktionswert ermittelt
werden, der angibt, um welchen Faktor die Expression der Probe, die der
Referenzprobe Uberschreitet. Folgende Formel diente zur Berechnung dieses

Induktionsfaktors (F):
— nACp Zielgen (NG - TG); nACp Housekeeping-Gen (NG - TG)
F=2 /2

Legende: Als Referenz wurde 18S-RNA verwendet. Positiv Proben sind die
Tumorgewebe (TG), negativ Proben die korrespondierenden Normalgewebe (NG).
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Folgende Reagenzien wurden in eine gekuhlte Glaskapillare pipettiert:

5,7 ul H2O ( DNase und RNase frei)

0,8 ul MgCI2 [25 mM]

1,0  pl 10x Mix

0,25 ul Forward Primer [0,5 mM]

0,25 ul Reverse Primer [0,5 mM]

2,0 pl cDNA (Verdunnung 1:1 mit H20)
> 10,0 ul

Die anschlieliende Real-Time-PCR lief vollautomatisch im LightCycler ab.
FuUr die Quantifizierung unterschiedlicher Gene wurden unterschiedliche Primer
eingesetzt: hier 18s-RNA (als Kontrolle), humanes GS und CYP 1A1.

5.4.Western Blot

1971 wurde von Southern eine Methode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
und anschlieBender Hybridisierung etabliert, das so genannte Southern-
Blotting. In Anlehnung an diese Namensgebung bezeichnet man das 1979 von

Tombin und Renard eingeflhrte Protein-Blotting als Western-Blotting.

Der erste Schritt des Western-Blots besteht in einer elektrophoretischen
Auftrennung der aus Gewebe isolierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht.
Die Zugabe von SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) zu dem Proteingemisch bewirkt
eine Denaturierung der nativen Proteine und eine Uberdeckung der Ladung der
Proteine mit der negativen Ladung des SDS. Es ergibt sich eine direkte
Proportionalitat zwischen Molekulargewicht und (negativer) Ladung.

Im nachsten Schritt werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine durch
eine elektrische Spannung, die senkrecht auf das Gel wirkt, auf eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid)-Membran Ubertragen. Das Bild der elektrophoretischen
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Auftrennung bleibt hierbei erhalten. Praktisch wird fur diese elektrophoretische
Ubertragung ein so genanntes Tank-Blot-System verwendet. Das SDS wird bei
diesem Schritt ausgewaschen und die Proteine konnen einen Teil ihrer
ursprunglichen  Konfiguration (Sekundar- und Tertiarstruktur) wieder
einnehmen. Dies ist wichtig, damit die Proteine von Antikorpern erkannt werden

konnen.

Abbildung 17:
|--HI— Gitter Blotting-Tank fiir den elektrophoretischen Transfer der
L Firerpapier | g€trennten Proteine auf eine PVDF-Membran. Durch
[ Membran | den  elektrischen Strom, der von der negative
Gel iy N
-Filterpapier geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode lauft,
= Zwamm | werden die Proteine von dem Gel auf die Membran
Ubertragen.

(Lottspeich, Bioanalytik, 2. Auflage: 265, 2006).

Um ein unspezifisches Binden der Antikorper mit den Proteinen zu vermeiden,
mussen die unspezifischen freien Bindungsstellen auf der Membran blockiert
werden. In dem verwendeten Blockpuffer (BSA oder Milchpulver) befinden sich

Proteine, die von den Antikdrpern nicht erkannt werden konnen.

Der Komplex aus Protein-spezifischem primarem Antikorper und Protein ist
noch nicht sichtbar. Zur Visualisierung wird ein Enzym verwendet (HRP
horseradish peroxidase oder Alkalische Phosphatase), das verschiedene
Substrate umsetzen kann und dessen Produkt sichtbar ist. Dieses Enzym ist an
einen Spezies-spezifischen sekundaren Antikorper gekoppelt (z.B. anti-mouse),

der an den primaren Antikorper bindet.
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5.4.1. Proteinisolierung

Um an die intrazellularen Proteine zu gelangen, wurde wie bei der
Nukleinsaure-Isolierung, die Zellen des Gewebes zerstort. Hierzu eignen sich
zum  Beispiel Vibrationszellmuhlen, bei deren Verwendung aber
Reibungswarme entsteht, weshalb hier unter Kihlung gearbeitet werden muss.
Beim Homogenisieren entsteht ein Gemisch aus den verschiedensten
Zellbestandteilen  (Zellorganellen, = Membranbestandteile, intakte und
aufgebrochene Zellen etc.). Diese befinden sich jetzt nicht mehr in ihrer
physiologischen Umgebung. Damit sie nicht noch mehr zerstort werden, wird
ein  Homogenisierungs-Puffer verwendet, der den Zellorganellen einen
gewissen Schutz bietet, z.B. vor Proteasen. Sind die Zellen bei der groben
Homogenisierung durch die Vibrationszellmihle noch nicht genugend
aufgebrochen, kann im Anschluss noch mittels Ultraschallwellen nachgeholfen
werden. Uber einen Metallstab, der in die Isolierungs-Lésung gehalten wird,
erzeugen die Ultraschalwellen (10 - 40 kHz) starke Druckanderungen, was zum
Aufbrechen der Zellen und Zellorganellen fuhrt. Auch hier muss wegen der
Warmeentstehung auf Eis gearbeitet werden. Bei dieser Methode kommt es zur
Auftrennung der Proteine in kleinere Stlcke.

Zu 10 ml von dem von uns verwendeten Homogenisierungs-Puffer wurde 1
Complete Tablette (Firma Roche, enthalt Protease-Inhibitoren) hinzugegeben.
Von dieser Mischung wurden 500 pl in ein mit Stickstoff gekuhltes Teflongefal}
vorgelegt. Dazu kamen ein kleines Stiuck Gewebeprobe und eine kleine
Stahlkugel. Nachdem die Gewebeprobe durch den Mikrodismembrator
zertrummert war, wurde sie in ein neues Gefal® Uberfuhrt und auf Eis fur 30
Minuten aufgetaut. Anschliellend wurde das Zellgemisch mehrmals gevortext
und bei Bedarf die Zellen mit Ultraschall weiter aufgeschlossen. Als letztes
folgte ein Zentrifugationsschritt (14.000 g bei 4°C fur 30 Minuten), nach dem der
klare Uberstand abgenommen werden konnte. Jetzt wurde die Konzentration
des so erhaltenen Protein-Gesamthomogenats bestimmt.
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5.4.1.1. Proteinbestimmung nach Bradford

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford macht man sich die unterschiedlichen
Absorptionsmaxima des Farbstoffes Coomassie-Brillantblue G 250 in
verschiedenen Umgebungen zu Nutze. Bei Vorhandensein von Proteinen im
sauren Milieu kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von
465 nach 595 nm. Verantwortlich hierfur ist eine Stabilisierung des Farbstoffes
durch Komplexbildung zwischen Farbstoff und Proteinen. Die Anderung des
Absorptionsmaximums kann photometrisch gemessen und damit die Protein-

Konzentration bestimmt werden.

Vor der Messung mussen die Proteinproben je nach Proteinkonzentration mit
H2O bidest. verdinnt werden um in den Bereich der Eichgerade zu gelangen.
Die Eichgerade wurde nach folgendem Schema mit BSA-Stammlosung (5
mg/ml) pipettiert:

Tabelle 14: Pipettierschema fir die Bradford-Eichgerade.

Protein-Konzentration BSA-Stamm- H20 bidest. Lysis-Puffer
[ng/ pi] I6sung [pl] [wl] [wl]

0 0 980 20

25 5 975 20

50 10 970 20

75 15 965 20

100 20 960 20

125 25 955 20

150 30 950 20

200 40 940 20

Auf eine 96-Well Mikrotiterplatte wurden je 2 ul der Eichgeradenldsung fur eine
Doppel- und je 2 ul der verdinnten Proteinproben fur eine Dreifachbestimmung
aufgetragen. Die Mikrotiterplatte wurde dann in den Victor-Plattenreader

gestellt. Dieser gibt zu den Proben Bradford Reagenz (enthalt den Farbstoff
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Coomassie-Brillantblue G 250), das zuvor 1:5 mit H,O bidest. verdinnt wurde
und schuttelt die Platten fur 5 Minuten. Mit einer Wellenlange von 595 nm
erfolgte dann die Messung der Extinktion. Der Mittelwert aus den drei
Proteinlosungen ergibt die Proteinkonzentration.

5.4.2. Gelelektrophorese

5.4.2.1. GieBen der Acrylamidgele

Das Proteingemisch wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Den GrofRen
der zu untersuchenden Proteine angepasst, wurden 12,5%ige (fur GS und
CYP) oder 10%ige (fur B-Catenin) Trenngele und 4%ige Sammelgele

verwendet.

Nachdem die Gelkammern vorbereitet, also abgedichtet wurden, wurde
vorsichtig das Trenngel zwischen die zwei Platten der Gelkammer pipettiert.
Das Trenngel wurde anschlielend mindestens 1 Stunde zur Polymerisation bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Damit es wahrend dieser Zeit nicht austrocknete,
wurde es mit Isopropanol uberschichtet. Nach dieser Zeit konnte das
Isopropanol abgekippt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen werden.
Beim Stecken der Gelkdmme wurde darauf geachtet, dass keine Blasen
entstehen. Nach weiteren 30 Minuten war auch das Sammelgel polymerisiert
und das gesamte Gel konnte verwendet werden.

5.4.2.2. Probenvorbereitung und —auftragung

Vor der weiteren Verwendung des Proteinhomogenats, wurde dieses 1:1 mit 2x
Lammli-Losung (enthalt unter anderem den Farbstoff Bromphenolblau)
verdunnt. Diese Verdunnung wurde fur 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Dabei
kommt es zu einer Denaturierung der Sekundar- und Tertiarstruktur der
Proteine, so dass sich das im Lammli enthaltene SDS an die Aminosaureketten
anlagern kann. Dies ist fur den spateren Gellauf wichtig.
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Um zu garantieren, dass verschiedene Laufverhalten bei der Gelelektrophorese
nicht auf unterschiedlichen Proteinmengen beruhen, wurden nach der
Proteinbestimmung die Probenvolumina berechnet, die die gleiche Menge an
Protein (z.B. 50 pg) enthalten. Diese gleich gro3en Proteinmengen wurden
dann auf das Gel aufgetragen, das mit 1x Laufpuffer Uberschichtet wurde. Um
die Grolde der aufgetrennten Proteine bestimmen zu kdnnen, muss ein Grolen-
Marker mitlaufen, in diesem Fall Prestained Protein Ladder (Artikel-Nr.: SM
0671; Fermentas).

Der Gellauf wurde durch Anlegen einer Spannung zwischen 100 und 150V
gestartet. War das im Lammli enthaltene Bromphenolblau am unteren Ende des
Gels angelangt (ca. 1,5 Stunden), wurde der Gellauf gestoppt.

5.4.3. Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran

Um Verwechslungen zu vermeiden, wurde die PVDF-Membran vor
Verwendung beschriftet. Kurzes Befeuchten mit Methanol fihrt zur Offnung der
Poren. AnschlieRend wurde die Membran in 1x Transferpuffer eingeweicht.

Ein auch in Transferpuffer befeuchtetes Filterpapier wurde auf einen mit
Transferpuffer getrankten Schwamm ausgebreitet. Nachdem das Gel behutsam
aus der Gelapparatur genommen wurde, wurde das Sammelgel mit einem
Skalpell abgeschnitten. Das Trenngel wird ohne Luftblasen auf das Filterpapier
gelegt. Auf das Trenngel kam nun die Membran. Auch in diesem Fall diurfen
sich keine Luftblasen zwischen Gel und Membran befinden. Als letztes kamen
erneut ein Filterpapier und dann ein weiterer Schwamm, beides in
Transferpuffer eingeweicht, auf die Membran. Zusammengehalten wurde dieser
Aufbau durch eine Gel-Halter-Kassette. Diese wurde in die Blot-Apparatur
gestellt und unter kuhlen Bedingungen (im Kuhlschrank) fur 120 bis 150
Minuten ein kontinuierlicher Strom von 400 mA angelegt.
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Kathode

Abbildung 18: Elektroblotting.

1) Kathode mit in Transferpuffer getranktem Schwamm; 2) Filterpapier in
Transferpuffer getrankt; 3) Gel mit aufgetrennten Proteinen; 4) PVDF-Membran; 5)
Anode mit in Transferpuffer getranktem Schwamm.

Durch den angelegten Strom, der von der Kathode zur Anode flielt, werden die
Proteine auf die Nitrocellulose-Membran Ubertragen.

(modifiziert nach Lottspeich, Bioanalytik, 2. Auflage: 87, 2006).

5.4.4. Inmunoblot

Nachdem die Proteine von dem Gel auf die Membran ubertragen worden
waren, konnte die Membran aus der Gel-Halte-Apparatur genommen und
zwischen zwei Filterpapieren getrocknet werden (mindestens fur 15 Minuten).

AnschlieRend wurde die Membran kurz in Methanol befeuchtet und dann zwei
Mal far 10 Minuten in 15 ml Waschpuffer (PBS/T) gewaschen. Alle Wasch-,
Block und Inkubationsschritte erfolgten unter standigem leichtem Schutteln, um
eine gleichmaRige Verteilung der jeweiligen Losungen zu gewahrleisten.

Bevor die Inkubation mit Antikbrper beginnen konnte, wurden die
unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit 15 ml Blockpuffer (I-
Block) fur 1,5 h bei Raumtemperatur geblockt. Dann konnte der erste Antikorper
auf die Membran gegeben werden. Um unspezifische Antikdrper-Bindungen zu
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vermeiden, wurde dieser Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Sollte es doch zu
solchen unerwunschten Bindungen gekommen sein, wurden diese durch zwei
weitere Waschschritte entfernt (10 Minuten in 15 ml PBS/T).

Mit der 2. Antikorperlosung wurde bei Raumtemperatur fur 2 Stunden inkubiert.
Es folgten erneut zwei Waschschritte mit PBS/T um unspezifische Bindungen
zu entfernen. Da die zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine notwendige
Lumineszenzreaktion ein optimales pH-Milieu benotigt, wurde die Folie zweimal
fur 2 Minuten mit Aquilibrierungs-Puffer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde die Membran in eine vorbereitete Plastikfolie gelegt und 400 ul CDP-Star
Ready to use (Chemilumineszenz-Reagenz, dass durch die Alkalische
Phosphatase umgesetzt wird) hinzupipettiert. Die Membran wurde in der Folie
eingeschweil3t und je nach Antikorper zwischen 30 Minuten und 2 Stunden im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

5.4.5. Entwicklung der Blots

Die Visualisierung der Proteinbanden mit der CSC-Kamera kann fruhestens
nach 30 Minuten erfolgen, je nach verwendetem Antikorper. Um den
Proteinmarker nachher gut zu erkennen, wurden dessen Banden mit einem Stift
nachgezogen und mit den jeweiligen GrolRen beschriftet. Als erstes wurde ein
Auflichtbild gemacht und gespeichert. Dieses war nachher zur
GroRenzuordnung der einzelnen Banden wichtig. Deshalb durfte die Membran
unter der Kamera ab jetzt nicht mehr bewegt werden. Als Anfangs-
Expositionsdauer wurden 2000 Frames gewahlt und davon ein Bild gemacht.
Als Richtwert fur die Qualitat des Bildes wurde der White-Level verwendet — je
naher dieser an 100% ist, desto besser ist die Qualitat des Bildes. Deshalb

wurde die Expositionsdauer je nach erreichtem White-Level erhoht.
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5.4.6. Ladekontrolle
Da nie mit absoluter Sicherheit ein fehlerhaftes Auftragen der Proteinmengen
auf die einzelnen Bahnen des Gels ausgeschlossen werden kann, muss stets

eine Ladekontrolle durchgefuhrt werden.

Die bereits entwickelten Membranen wurden wieder aus der Folie genommen
und kurz in Waschpuffer gewaschen. Bei dem folgenden Inkubationsschritt in
15 ml Strong Antibody Stripping Solution (15 Minuten) werden die primaren und
sekundaren Antikorper  von ihren spezifischen Bindungsstellen
heruntergewaschen (z.B. von der GS-Bande). Nach weiteren Waschschritten
folgte ein Blockierungsschritt. AnschlieRBend konnte der Antikorper, der
spezifisch gegen die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, GAP-DH,
bindet zur Inkubation auf die Membran gegeben werden.

Man geht davon aus, dass die Expression der GAP-DH unabhangig von
auleren Anwendungen stets konstant ist, so dass gleiche Banden der GAP-DH
im Western-Blot fur die Auftragung von immer gleichen Proteinmengen pro
Bahn sprechen. Zur Visualisierung der GAP-DH wurden die Schritte wie unter

5.4 4. beschriebenen verwendet.

5.5. Mikrodissektion

5.5.1. Mikrodissektion

Mit Hilfe der Mikrodissektion kdnnen gleiche Zellverbande oder sogar einzelne
Zellen aus Geweben gewonnen und im Anschluss weiter analysiert werden
(z.B. Gen- oder Proteinanalysen). Auf diese Art und Weise lasst sich ein
direkter Zusammenhang zwischen morphologischen und molekularen
Pathologien herstellen. Man unterscheidet zwischen Laser Capture- und Laser
Cutting Mikrodissektion. In dieser Arbeit wurde die Laser Capture Methode

verwendet.
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Zur Durchfuhrung der Mikrodissektion wird ein spezielles Gerat bendtigt (PIX
Cell Il Laser Capture Microdissection System — von Prof. R. Kurek Universitats-
Frauenklinik Tubingen zur Verfugung gestellt). Dieses beinhaltet ein Mikroskop,
eine Kamera und eine Laser-Vorrichtung, die mit einem Computer gekoppelt
sind.

Die Gewebeschnitte auf nicht-silanisierten Objekttragern wurden unter das
Mikroskop gelegt und Uber eine Kamera auf dem Bildschirm des Computers
betrachtet. Nachdem eine zu untersuchende Stelle im Gewebeschnitt
ausgesucht war, wurde auf diese Stelle ein spezielles Cap (Cap Sure LCM
Caps, Arcturus) gesetzt. Auf der Unterseite des Caps befindet sich ein
spezieller Transferfilm. Manuell konnten dann einzelne Laser-Impulse (Anzahl
der verwendeten Laser-Impulse: 10, 20, 30 oder 45) mit einem Durchmesser
von 7 — 30 um senkrecht durch das Cap auf das Gewebe ,geschossen” werden.
Durch den Laser-Impuls wird die Thermofolie ausgedehnt und haftet an der
zuvor am Bildschirm ausgesuchten Stelle des Gewebes. Solche Laser-Impulse
konnen beliebig oft wiederholt werden. Nach Abheben des Caps von dem
Gewebeschnitt bleiben die Teile des Gewebes, die zuvor in Kontakt mit der

Thermofolie gekommen sind, an diesem hangen. Das Cap wurde nochmals

kurz auf eine freie Stelle des Objekttragers gesetzt, um ein etwaiges
Vorhandensein von Verunreinigungen auszuschlief3en. Danach wurde das Cap
mit dem Gewebe als Deckel auf ein Eppendorf-Gefald gesetzt und bis zur

Weiterverarbeitung auf Eis gelagert.
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Objektiv und
Laservorrichtung

Cap —

/ Membran
% Gewebeprobe
__— Objekttrager

Gewebestiick

___— Laserstrahl

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Methode der
Mikrodissektion.

Der Laserstrahl fihrt zu Erwdrmung und somit zur Ausdehnung der
Membran des Caps. Das an der Stelle der Ausdehnung benachbarte
Gewebe haftet jetzt an der Membran und kann zu weitern Analysen
verwendet werden.

5.5.2. Verdau der mikrodissezierten Proben
Zur Isolierung der DNA wurde ein Proteinase-K Verdau verwendet. Proteinase-
K ist eine Endoprotease, die Proteine inaktiviert und degradiert. Dazu wurde

folgender Ansatz in das Eppendorf-Gefal® mit der mikrodissezierten Probe
pipettiert:

32 pl deionisiertes Wasser (DNAse- und RNAse-frei)

5yl 10x TAQ-Puffer

2 yl Proteinase K-Losung [10 mg/ml]
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Die Eppendorf-Gefalde wurden mit Parafilm ummantelt, um ein Verdampfen der

Losung zu verhindern. Auf dem Kopf stehend, so dass die Losung auf dem

Thermofilm des Caps ist, wurden die Eppendorf-Gefalie bei 50°C Uber Nacht in

einem Warmeschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinase K durch

Erhitzen auf 95°C fur 20 Minuten inaktiviert. Nach Zentrifugation und

Abschrecken auf Eis konnten die Proben direkt fir die PCR weiter verwendet

werden.

5.5.3. Amplifikation der mikrodissezierten Proben

Von den 39 pl des Proteinase K-Ansatzes wurden 13 pl fur die PCR verwendet,

der Rest zur spateren Verwendung bei -20°C tiefgefroren.

Folgender Ansatz wurde zur Durchfihrung der PCR verwendet:

22,5 pl H2O bidest. (DNAse- und RNAse-frei)
3,5 ul 10x Taqg-Puffer
5,0 dNTPs [2mM]
1,0 BSA [5 mg/ ml]
2,5l Primer 1 [10 uM]
2,5 ul Primer 2 [10 uM]
2,0 pl Taqg-Polymerase, nativ [1 U/pl]
> 39,0 pl
+ 13,0 pl DNA (Proteinase K-Verdau)
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Tabelle 15: PCR-Programme zur Amplifikation der mikrodisseziierten DNA-Proben.
(bp Basenpaare, Anzahl der PCR-Runden: 50).

Programm
5‘-Primer

3“-Primer

Denaturierung
Annealing
Elongation

Liange PCR-
Amplifikat

Programm
5‘-Primer

3‘-Primer

Denaturierung
Annealing
Elongation

Liange PCR-
Amplifikat

1
P1A
A2 _Hu

95°C, 1min.
65°C, 45 sec
72°C, 2min.

72°C, 5 min.
1688 bp

P1A
C2

2
P1A
B2 Hu

3
Hu1
Hu2

95°C, 5 min. 45 sec

95°C, 1min.
65°C, 45 sec
72°C, 2min.

72°C, 5 min.
1352 bp

6
P1A
Hu2

95°C, 5 min. 45 sec

95°C, 1 min.
65°C, 45 sec
72°C, 2 min.

72°C, 5 min.
957 bp

95°C, 1 min.

95°C, 1min.
60°C, 45 sec
72°C, 1min.

72°C, 5 min.
232 bp

60(+5)°C, 45 sec

72°C, 2 min.

72°C, 5 min.
696 bp

4
Hu1
Cc2

95°C, 1min.
60°C, 45 sec
72°C, 2min.

72°C, 5 min.
493 bp
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6. Ergebnisse

6.1. Mutationsanalyse

Mutationen in den sogenannten Hotspot-Codons des CTNNB71-Gens (Codon
29, 33, 37, 41 und 45) des Exon 3 konnen, wenn es dadurch zu einem
Austausch der Aminosauren Serin oder Threonin kommt, zum Verlust einer
Phosphorylierungsstelle fuhren. Das Protein wird dadurch weniger abgebaut
und akkumuliert im Zytosol.

In der vorliegenden Arbeit wurden funf verschiedene Tumorarten auf CTNNB1-
Mutationen in dieser Region untersucht: Hepatoblastome, Nephroblastome
(Wilms-Tumore),  Neuroblastome, = Rhabdomyosarkome und  andere
Weichteilsarkome. Aus den tiefgefrorenen Proben wurde mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion DNA gewonnen. Nach Vervielfaltigung durch
PCR und Aufreinigung, wurden die Proben in beide Richtungen sequenziert.
Bei Vorliegen einer Mutation wurde eine erneute PCR mit der isolierten DNA
und eine zweite Sequenzierung in beide Richtungen zur Bestatigung der
Mutation durchgefuhrt. Tabelle 16 zeigt eine Zusammenfassung der
Mutationshaufigkeit im CTNNB1-Gen aller untersuchten Tumore.

Tabelle 16: Anzahl der CTNNB1-Mutationen der untersuchten Tumore.

Tumorart Untersuchte Proben Proben mit CTNNB1-
[n] Mutation [n]
Hepatoblastome 10 8
Nephroblastome 13 4
Neuroblastome 35 keine
Rhabdomyosarkome 16 keine
Weichteilsarkome 13 keine
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6.1.1. Hepatoblastome

Von den 10 Hepatoblastomen wiesen acht (80%) eine CTNNB1-Mutation auf.
Von diesen acht Mutationen waren funf Punktmutationen, die alle zu einem
Aminosaureaustausch fuhrten und sich auch in den Hotspot-Codons befanden.
Die anderen drei Mutationen waren Deletionen im Exon 3 (Tab. 18).

Die Abbildung 20 zeigt eine Punktmutation, gefunden in Hepatoblastom Hb10.

GACTCTGAATC
A

Codon 34

Yf%‘r , '_‘ v AUAU
Abbildung 20:
Beispiel einer Punktmutation im CTNNB1-Gen.

(Tumor Hb10, Punktmutation im Codon 34 GGA — AGA
(Glycin34Arginin). Die einzelnen Kurvenmaxima stellen jeweils eine Base
dar. Die vier unterschiedlichen Farben stehen fur die vier mdglichen
Basen (grin: Adenin (A), blau: Cytosin (C), schwarz: Guanin(G) und rot:
Thymin (T). Sind an derselben Stelle zwei vergleichbar groRRe
Uberlagernde Kurvenmaxima zu sehen, handelt es sich um eine
heterozygote Punktmutation).
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Tabelle 17 stellt am Hepatoblastom Hb7 exemplarisch eine der Deletionen dar.

Tabelle 17: Exemplarische Darstellung einer Deletion im Exon 3 des CTNNB1-Gens.
(Hepatoblastom Hb7; betroffen waren die Codons 28 bis einschliellich 43 (A 48

Basenpaare).
Codon 26 27 28 29 30
B-Catenin 529 CAG CCA CAG TCT TAC
Hb 7 24 CAG CCA - - -
31 32 33 34 35
B-Catenin 544 CTG GAC TCT GGA ATC
Hb 7 - - - - - -
36 37 38 39 40
B-Catenin 559 CAT TCT GGT GCC ACT
Hb 7 - ___ - - - -
41 42 43 44 45
B-Catenin 574 ACC ACA GCT CCT TCT
Hb 7 30 ___ - - CCT TCT
In Tabelle 18 sind alle Mutationen im CTNNB71-Gen der untersuchten

Hepatoblastome aufgelistet.
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Tabelle 18: Mutationen und Veranderungen der Proteinsequenz des (-Catenins der
Hepatoblastome.

8 von 10 untersuchten Hepatoblastomen wiesen eine Mutation im CTNNB1-Gen auf.
Von diesen 8 Mutationen waren 5 Punktmutationen und 3 Deletionen. Alle Mutationen
fuhrten zu einem Austausch einer Aminosaure bzw. dem Verlust mehrerer
Aminosauren im Hot-Spot Bereich des Exon 3.

(Die Probennummerierung der Hepatoblastome ist nicht fortlaufend. Wiedergegeben
sind die Nummern der Proben, die zur Verfigung standen. Aufgrund der
Nachvollziehbarkeit mit dem Labormanual wurde die Nummerierung nicht in eine
fortlaufende Nummerierung geandert; A Deletion, bp Basenpaare, = wird zu).

Tumorprobe Nukleotidverdanderung Auswirkung der Mutation
Hb 1 keine keine

Hb 2 keine keine

Hb 3 GGA = GTA Glycin 34 Valin

Hb 4 A 111 bp A Codon 5 —-42, Exon 3
Hb 5 A 255 bp A Codon 5 -90, Exon 3
Hb 6 GGA = AGA Glycin 34 Arginin

Hb 7 A 48 bp A Codon 28 — 43, Exon 3
Hb 9 TCT = TTT Serin 37 Phenylalanin
Hb 10 GGA = AGA Glycin 34 Arginin

Hb 12 GAC —> GTC Aspartat 32 Valin

6.1.2. Nephroblastome

Von den 13 Nephroblastomen zeigten 4 (31%) eine Mutation im CTNNB1-Gen.
Bei 3 der betroffenen Nephroblastome lagen insgesamt 4 Punktmutationen vor,
bei einem weiteren eine Deletion. Nur drei der Punktmutationen fuhrten zu
einem Austausch einer Aminosaure. Eine weitere Punktmutation ergab eine
Basensequenz, die fur die gleiche Aminosaure codiert wie die ursprungliche
Basensequenz (Wt 16, CTG = TTG, Leukin 46 Leukin) (Tab. 19).
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Zwei der Mutationen sind bisher noch nicht beschrieben worden: Serin 45
Alanin, Serin 45 Glutamin (Abb. 21 bzw. 22). Besonders erwahnenswert ist die
CTNNB1-Mutation im Nephroblastom Wt16 (Abb. 22), da es sich hier um einen
vierfachen Basenaustausch handelt.

G cTCcCT |T|CT CTG C CT |TlHIC|TC] T &6 AGT
G G|[A|G]||T

Codon 45 Codon 46

Codon 45

Abbildung 21: Punktmutation im Abbildung 22: 4-facher

CTNNB1-Gen. Basenaustausch im CTNNB1-
(Tumor W15, Punktmutation in Gen.

Codon 45, TCT — GCT (Tumor Wt16, Basenaustausch in
(Serd5Ala)). Codon 45, TCT — GAG

(Serd45Glu) und in Codon 46 CTG
— TTG (Leud46Leu)).
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Tabelle 19: Mutationen und Veranderungen der Proteinsequenz des B-Catenins der
Nephroblastome.

4 von 13 Nephroblastomen wiesen wenigstens eine Mutation im Exon 3 des CTNNB1-
Gens auf. Von den 4 Punktmutationen flihrten 3 zu einem Aminosaureaustausch in der
Hot-Spot Region des Exon 3. Zudem fand sich noch eine Deletion.

(A Deletion, bp Basenpaare, = wird zu).

Tumorprobe Nukleotidverdanderung  Auswirkung der Mutation

Wt 3 ACC=> GCC Threonin 41 Alanin

Wt 4 keine keine

Wt 5 TCT = GCT Serin 45 Alanin

Wt 7 keine keine

Wt 8 keine keine

Wt9 keine keine

Wt 10 A3 bp A Codon 45

Wt 11 keine keine

Wt 12 keine keine

Wt 14 keine keine

Wt 15 keine keine

Wt 16 TCT = GAG Serin 45 Glutamin
CTG= TTG Leukin 46 Leukin

Wt 17 keine keine

6.1.3. Neuroblastome
Bei den Mutationsanalysen konnten keine Mutationen im CTNNB1-Gen der

untersuchten Neuroblastome nachgewiesen werden.
6.1.4. Rhabdomyosarkome

Auch die analysierten Rhabdomyosarkome wiesen keine Mutationen im
CTNNB1-Gen auf.
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6.1.5. Weichteilsarkome
Alle zusatzlich zu den Rhabdomyosarkomen noch untersuchten
Weichteilsarkome waren genotypische im CTNNB1-Gen unauffallig.

6.2. HE-Farbung und Immunhistochemie

Es sollte mittels HE-Farbung und Immunhistochemie die Frage geklart werden,
ob Tumore, die eine Mutation im CTNNB7-Gen aufweisen im Vergleich zu
Tumoren ohne diese Mutation und Lebernormalgewebe ein anderes Verhalten
in der Expression von GS und CYP zeigen. Anhand der Immunhistochemie
wurden Unterschiede im Expressionsmuster von GS und CYP analysiert. Die
Untersuchung mittels HE-Farbung diente zur Differenzierung morphologischer
Strukturen.

Der Nachweis von GS und CYP beruht auf Antigen-Antikorper-Reaktionen. Als
Antigen fungieren die darzustellenden Proteine. Uber einen gegen den ersten
proteinspezifischen  Antikorper gerichteten, enzymgekoppelten zweiten
Antikdrper kommt es nach Substratzugabe zu einer Farbreaktionen und somit
zur Visualisierung von GS und CYP.

6.2.1. Hepatoblastome
Die Klassifizierung der Hepatoblastome wurde nach folgender Einteilung

vorgenommen: hellzellig
fetal /

™~

embryonal

1. Epithelial dunkelzellig

/
\
2. Mesenchymal
3. Gemischt
Diese Tumortypen konnen nebeneinander in der gleichen Tumorprobe
vorkommen (Tab. 20).
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6.2.1.1. HE- und GS-Farbung der Hepatoblastome

Eine mogliche mikroskopische Einteilung der Leber kann in sogenannte

Leberlappchen erfolgen, in deren Zentrum sich eine Zentralvene befindet

(Einleitung, Abb. 5).

Die mikroskopische Struktur des Lebernormalgewebes, wie sie in der HE-

Farbung gesehen werden kann, ist weitgehend homogen (Abb. 23).

In der Glutaminsynthetase (GS)-Farbung farbten sich im Lebernormalgewebe

nur ein bis drei Zellschichten um die Zentralvene herum. Es entsteht so ein

typisches Bild (Abb. 24).

} 2000 pm |

Abbildung 23: HE-Farbung eines
Lebernormalgewebes.
(Referenzgewebe zu Hepato-blastom
Hb7).
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Abbildung 24: GS-Farbung eines
Lebernormalgewebes.
(Korrespondierender Schnitt zZu
Schnitt fir Abb. 23).

Die GS wird nur um die Zentralvenen
eines jeden Leberlappchens
exprimiert.
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Bei den in den Abbildung 25 und 26 dargestellten Schnitten handelt es sich um
ein Hepatoblastom (Hb7) mit Mutation im CTNNB171-Gen. Man kann nach HE-
Farbung deutlich die Grenze zwischen Tumor, auf der rechten Seite, und

angrenzendem Normalgewebe, auf der linken Seite erkennen.

Die Farbung desselben Tumors fur die GS zeigte eine weitgehend homogene
Anfarbung des gesamten Tumorbereiches (Abb. 26). Dies steht im Gegensatz
zu der Expression der GS nur um die Zentralvenen im Lebernormalgewebe
(vgl. Abb. 24).

I 2000 pm ]

Abbildung 25: HE-Farbung eines
CTNNB1-mutierten Tumors (Hb7).

Abbildung 26: GS-Farbung eins
CTNNB1-mutierten Tumors (Hb7).

Histologie: Epithelial, teils embryonal,
teils fetal-dunkelzellig

Der Tumorbereich st
basophiler als das
Normalgewebe.

wesentlich
angrenzende

(Korrespondierender Schnitt zu Schnitt
fur Abb. 25).

Im Vergleich zum Normalgewebe (vgl.
Abb. 24) ist nicht nur der Bereich um
die Zentralvene, sondern der ganze
Tumorbereich stark dunkel GS-gefarbt.

Eine vermehrte Produktion der GS konnte bei 9 der 10 Hepatoblastome
festgestellt werden (Tab. 20). Von diesen 9 GS-positiven Tumoren waren 8 im
CTNNB1-Gen mutiert, nur einer zeigte keine Mutation (Hb1).
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Die genaue histologische Untersuchung ergab, dass beide Subtypen der
epithelialen Hepatoblastome, embryonale und fetale, die GS vermehrt
produzierten. Tumorbereiche vom mesenchymalen Subtyp und mit duktaler

Differenzierung hingegen waren GS-negativ (Hb4, 5 und 10; Tab. 20).

Bei 5 der 9 GS-positiven Tumoren fiel eine deutlich vermehrte Expression der
GS vor allem im Randbereich zwischen Tumor und umgebendem
Stromagewebe auf (Hb1, Hb3, Hb4, Hb5 und Hb10; Abb. 28, gezeigt fur Hb3).
Diese randstandige Farbung war ausschliellich bei epithelialen-fetalen
Hepatoblastomen vom hellzelligen Subtyp zu sehen (Tab. 20).
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Abbildung 27: HE-Farbung eines Abbildung 28: GS-Farbung Hepato-

CTNNB1-mutierten Tumors (Hb3). blastom Hb3.

Histologie: Epithelial-fetal, hellzelliger (Korrespondierender Schnitt zu Schnitt
Subtyp. Die verstarkte Anfarbung im fur Abb. 27).

Randbereich des Tumors ist vor allem Die GS wird vor allem im Randbereich
auf eine erhdhte Kern-Plasma-Relation (Uber-)exprimiert (Pfeil).

zurlck zu fuhren (Pfeil).
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Tabelle 20: CTNNB1-Mutation, Histologie und GS-Expression der Hepatoblastome.
Die GS wurde in beiden epithelialen Subtypen, embryonalen und fetalen, exprimiert.
Aber nur epitheliale Tumorbereiche vom fetal-hellzelligen Subtyp wiesen eine
randstandige Farbung der GS-Expression auf. Epithelial-embryonale Areale
exprimierten die GS homogen im ganzen Tumorbereich. Hepatoblastome vom
mesenchymalen Subtyp und mit duktaler Differenzierung waren GS-negativ.
(_unterstrichen CTNNB17-Mutation).

Tumor Histologie

Muster der GS-Expression

Hb1 Epithelial, Uberwiegend fetal- Fetal-hellzellige Areale: rand-
hellzellig; embryonale Anteile standig; embryonale Areale:
homogen
Hb2 Epithelial, embryonaler Subtyp keine Expression
Hb3 Epithelial, vor allem fetal-hellzellig;  Fetal-hellzellige Areale: rand-
Plattenepithelmetaplasien standig
Hb4 Epithelial, Uberwiegend embryonal; Embryonale Areale: homogen,;
fetal-hellzelliger Anteil; duktales fetal-hellzellige Areale: rand-
Areal standig; duktale Bereiche: keine
Expression
Hb5 Gemischt, Uberwiegend epithelial-  Fetal-hellzelliges Areal: rand-
embryonal; mesenchymaler Anteil ~ standig; embryonale Bereiche:
mit Osteoid; fetal-hellzelliges Areal homogen; mesenchymaler
Anteil: keine Expression
Hb6 Epithelial, embryonaler Subtyp Homogen
Hb7 Epithelial, teils embryonal, teils Homogen
fetal-dunkelzellig
Hb9 Epithelial, fetal-dunkelzelliger Homogen
Subtyp
Hb10 Gemischt, epithelial-embryonal und Fetal-hellzelliges Areal: rand-
mesenchymal; kleiner epithelial- standig; embryonale Bereiche:
fetaler (hellzelliger) Bereich homogen; mesenchymaler
Bereich: keine Expression
Hb12  Epithelial, Uberwiegend embryonal; Homogen

fetale Anteile, dunkelzellig
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In den Abbildungen 29 und 30 wird durch die starkere VergroRerung die
Randstandigkeit der GS-Expression in den epithelial-fetalen Hepatoblastomen
vom hellzelligen Subtyp noch deutlicher sichtbar.

i
m _v 4
(Lo pm 3 .

{ A e S
Abbildung 29: Randstandige GS-

Abbildung 30: Randstandige GS-

Farbung bei Hepatoblastom Hb10; 20x.
Histologie: Fetal-hellzelliger Bereich des
gemischten Tumors.

In gréBerer VergrofRerung (20x) zeigt
sich auch bei diesem genotypisch
CTNNB1-mutierten Tumor in der GS-
Farbung eine erhohte Expression der
GS im Randbereich (Pfeil).

Farbung bei Hepatoblastom Hb10; 40x.
In der 40-fachen Vergroflerung ist zu
erkennen, dass die GS nurvonca. 1 -3
Zellschichten am Rand des Tumors
vermehrt exprimiert wird (Pfeile); &hnlich
den 1 — 3 Zellschichten um die Zentral-
vene im Lebernormalgewebe.

6.2.1.2. Cytochrom P450 (CYP)-Farbungen der Hepatoblastome

Untersucht wurden in dieser Arbeit die CYP-Isoformen 1A2, 2B1, 2C6, 2D6,
2E1 und 3A4.

Die CYP-Enzyme werden im Lebernormalgewebe nach einem ganz typischen
Muster in den Leberlappchen exprimiert (Abb. 31). Durch die geringe
Expression der CYP in der Lappchenperipherie lassen sich die Lappchen gut

gegeneinander abgrenzen.
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Abbildung 31:

CYP 2E1-Farbung eines Leber-
normalgewebes (Referenzgewebe
zu Hb7).

(Oval umrahmt: Leberlappchen mit
Zentralvene in der Mitte)

Alle GS-positiven Hepatoblastome exprimietren in ihren GS-positiven Bereichen
wenigstens ein CYP-Isoenzym (Abb. 32, fur Hb3 abgebildet). Eine Regel, dass
nur bestimmte CYP-lIsoenzyme in den GS-positiven Bereichen des Tumors
verstarkt produziert werden, laf3t sich nicht aufstellen. Die CYP-Expression in
diesen Bereichen variierte je nach Tumor (Tab. 21).

Beim Hepatoblastom Hb3 war die CYP-Expression in einem GS-negativen
Bereich des Tumors am starksten ausgepragt (Abb. 32). Es handelt sich bei
diesem GS-negativen Tumorbereich um den gleichen histologischen Subtyp
des Hepatoblastoms der bei den GS-positiven Bereichen vorliegt. Allerdings ist
in diesem Bereich eine erhohte Zelldichte zu sehen (vgl. HE-Farbung der Probe
Abb. 27).
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Abbildung 32: GS- und verschiedene CYP-Farbungen des Hepatoblastoms Hb3 in
der Ubersicht. Histologie: Epithelial-fetal, hellzelliger Subtyp.

a) GS-Farbung mit verstarkter Expression im Randbereich: GS-negativer Tumor-
bereich mit ausgepragter erhdhter Zelldichte (Pfeil); b) CYP 2C6-Farbung, GS-positive
Tumorbereiche exprimierten auch das CYP 2C6 (Pfeil), allerdings ist die starkste
Expression in einem Tumorbereich zu sehen, der keine GS produziert (blauer Pfeil); c)
CYP 2E1-Farbung, das Expressionsmuster dieser CYP-Isoform entspricht der des
CYP 2C6; insgesamt starke Expression; d) CYP-2B1-Farbung, Expressionsmuster wie
2C6 und 2E1; nur schwachere Expression. Seite | 87
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Tabelle 21: CTNNB71-Mutation und immunhistochemische Farbungen der Hepato-
blastome.

Alle Hepatoblastome, die im Genotyp CTNNB1-mutiert waren (unterstrichen) zeigten
auch eine GS-Positivitdt. Zudem war der nicht mutierte Tumor Hb1 GS-positiv.

Die GS-positiven Tumore produzierten auch CYP, allerdings unterschiedliche
Isoformen, so dass auf keine direkte Korrelation zwischen GS-Expression bzw.
CTNNB1-Mutation und Expression einer der CYP-Isoformen geschlossen werden
kann.

(_unterstrichen CTNNB1-mutiert; visuelle Auspragung der jeweiligen Anfarbung: (+)
leicht, + moderat, ++ stark, +++ sehr stark, — keine Anférbung; @ nicht durchgefuhrt).

CYP
[EECI 1A2 2B1 2C6 2D6 2E1 3A4
Hb1 + — — — + — +
Hb2 — — — — — — —
stellen-
Hb3 +++ — weise + + — +++ ++
stellen- stellen-
Hb4 ++ — weise weise — — (+)
(+) (+)
Hb5 ++ — — ++ (+) + (+)
stellen-
Hb6 ++ — — — 1) weise 1)
+
Hb7 ++ (+) (+) + J + %]
Hb9 ++ — — (+) %] + (%]
Hb10 ++ — — + %) ++ )
Hb12 + — — — (+) (+) -

Ein Vergleich der CYP-Farbung von Hepatoblastomen mit CTNNB7-Mutation
mit der Farbung korrespondierender Lebernormalgewebe ergab kein
einheitliches Muster der Starke der CYP-Expression. Die Isoenzyme zeigten im
Vergleich zu den Normalgeweben alle Variationen, d.h. sowohl geringere,
gleiche oder starkere Anfarbung. Dabei verhielten sich die verschiedenen

Isoenzyme nicht gleich (Tab. 22).
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Tabelle 22: Vergleich der immunhistochemischen Enzym-Farbungen (GS und CYP)
zwischen Hepatoblastomen mit CTNNB71-Mutation und korrespondierenden
Lebernormalgeweben.

Alle Tumoren produzierten mehr GS im Vergleich zum Normalgewebe. Fur die CYP-
Expression der Tumoren ist kein einheitliches Muster erkennbar.

(_unterstrichen CTNNB1-mutiert; > der Tumor exprimierte mehr Enzym als das
Normalgewebe, < das Normalgewebe produzierte mehr Enzym als der Tumor, = kein
Unterschied in der Expression).

Tumor : GS CYP
Normalgewebe 1A2 2B1 2C6 2E1
Hb3 : NG3 1 Stelle >,

> = > >

sonst =

Hb4 : NG4 > < < < <
Hb6 : NG6 > = < < <
Hb7 : NG7 > = > > <
Hb9 : NG9 > = < < <

In der CYP 2E1-Farbung des Hepatoblastoms Hb3 war der Rand des Tumors
zum Teil von der CYP-Farbung ausgespart. Es entstand so das Bild eines
blauen ,HE-Saums® (Abb. 33 und 34). Im Vergleich dieser Farbung mit der GS-
Farbung zeigte sich, dass dieser Randbereich demjenigen in der GS-Farbung
entspricht, der vermehrt GS-positiv ist (Abb. 35 und 36).

Das in den Abbildungen 33 - 36 beobachtete inverse Muster uberhohter GS-
Expression und verminderter CYP 2E1-Expression betrifft allerdings nicht den
kompletten Tumorbereich, sondern beschrankt sich alleine auf den
Randbereich, so dass vielmehr von einer Akzentuierung der CYP-Farbung in
Richtung der Tumormitte zu sprechen ist.
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Abbildung 33: CYP 2E1-Farbung,
Tumor Hb3, 10x-Vergréferung.
Um den Tumorbereich, der das CYP 2E1

Abbildung 34: CYP 2E1-Farbung,
Tumor Hb3, 20x-Vergréflerung.
Auch in der grofleren Vergroferung ist

produziert, ist ein blauer ,HE-gefarbter- der ,HE gefarbte-Saum“ aus Zellen
Saum® sichtbar (Pfeil). sichtbar (Pfeil).
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Abbildung 35: GS-Farbung, Tumor Hb3,
10x-Vergrolerung.

Der blaue ,HE-gefarbte-Saum®“ aus Abb.
33 und 34 entspricht in der GS-Farbung
dem Randbereich des Tumors, der
verstarkt GS-positiv ist (Pfeil).

Abbildung 36: GS-Farbung, Tumor
Hb3, 20x-Vergrélerung.

Hier ist noch besser zu erkennen, dass
der ,ausgesparte® Randbereich in den
Abb. 33 und 34 dem GS-positiven
Randbereich des Tumors in der GS-
Farbung entspricht (Pfeil).
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6.2.2. Nephroblastome
4 der 13 Nephroblastome wiesen eine Mutation im CTNNB1-Gen auf (Wt 3, 5,
10 und 16; Tab. 19).

6.2.2.1. HE- und GS-Farbung der Nephroblastome

I 2000 ym I
i-x
Abbildung 37: HE Farbung Nieren- Abbildung 38: GS-Farbung des
normalgewebe. Normalgewebes zu Wt3.
Referenzgewebe zu Nephroblastom (Korrespondierender Schnitt zu
Wi3. Schnitt fur Abb. 37).

Es ist nur eine sehr geringe
Expression des Enzyms fest zu
stellen.

Die Nierennormalgewebe zeigten keine bis nur eine sehr schwache Anfarbung
der GS (Abb. 38).

Die CTNNB1-mutierten Nephroblastome (Wt3, 5, 10 und 16) wiesen kein

einheitliches GS-Expressionsmuster auf. Die Tumore Wt3, 10 und 16 zeigten
eine leichte bis moderate GS-Farbung, Tumor Wt5 war GS-negativ (Tab. 23).
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Im Vergleich mit den korrespondierenden Normalgeweben zeigten zwei der
Nephroblastome mit Mutation im CTNNB7-Gen Wt3 (vgl. Ab. 38 und 40; Tab.
24) und Wit5 (Tab. 24) tendenziell eher eine geringere bis die gleiche

Expression der GS. Der Wilms-Tumor Wt10 wies eine leicht starkere Anfarbung

der GS auf als das dazugehorige Normalgewebe (Abb. 41; Tab. 24). Fur den

CTNNB1-mutierten Wilms-Tumor Wt16 lag kein Referenzgewebe fur die

Immunhistochemie vor.

| 2000 ym I

Abbildung 39: HE-Farbung CTNNB1-
mutiertes Nephroblastom Wi3.

I 2000 ym I

Abbildung 40: GS-Féarbung
Nephroblastom W1t3.
(Korrespondierender Schnitt zu
Schnitt fir Abb. 39).

Im Vergleich zum dazugehdrigen
Normalgewebe (Abb. 38) ist kaum
ein Unterschied in der GS-
Expression zu sehen. Tendenziell
ist die Anfarbung hier etwas
schwéacher.

Eine allgemein gultige Regel, dass alle Wilms-Tumoren mit genotypsich

mutiertem CTNNB1 eine erhohte oder verminderte GS-Menge aufweisen, kann

daher nicht aufgestellt werden (Tab. 24).
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Abbildung 41: HE- und GS-Farbung von Nephroblastom Wt10 und
korrespondierendem Normalgewebe.

a) HE-Farbung Normalgewebe zu Wt10; b) GS-Farbung des Normalgewebes, es ist
nur eine sehr schwache Anfarbung zu beobachten. c¢) HE-Farbung Nephroblastom
Wt10; d) GS-Farbung des Tumors, im Gegensatz zu den anderen CTNNB17-mutierten
Wilms-Tumoren, ist hier die GS-Expression im Vergleich zum Normalgewebe etwas
erhoht.
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6.2.2.2. CYP-Farbung der Nephroblastome

Untersucht wurde die Expression von CYP 1A2 und 2E1. Die
korrespondierenden Nierennormalgewebe zeigten selbst grof3e Unterschiede in
der Expression der Enzyme. Auch die Nephroblastome mit Mutation im
CTNNB1-Gen lielRen kein einheitliches Expressionsmuster der CYP erkennen
(Tab. 23).

Tabelle 23: CTNNB1-Mutation und immunhistochemische Farbungen der Nephro-
blastome.

Die CTNNB1-mutierten Wilms-Tumore zeigten kein einheitliches GS-Expressions-
muster und eine unterschiedliche, nicht einheitliche Expression der CYP 1A2 und 2E1.
Auch fur nicht mutierte Tumore ist kein einheitliches Verhalten festzustellen.
(_unterstrichen CTNNB1-Mutation; visuelle Auspragung der jeweiligen Anfarbung: (+)
leicht, + moderat, ++ stark, +++ sehr stark, — keine Anférbung; @ nicht durchgefuhrt).

CYP
Tumor GS 1A2 2E1
wt3 (+) + +
Wit4 — @ —
Wt5 - (+) (+)
Wt6 — + (+)
Wt7 + stt:iizn; _
Wt8 — - -
W1t9 + ++ +
Wt10 + + ++
Wt11 — 1) —
Wt12 (+) — _
Wt14 — %] —
Wt15 - %) —
Wt16 (+) %) (+)
Wt17 — 1) —
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Im Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe war bei Nephroblastom
Wit10 fur die CYP-Isoformen 1A2 und 2E1 jeweils eine erhdhte Expression zu
sehen, bei Wt5 eine erniedrigte. Wt3 exprimierte mehr CYP 2E1 als das
dazugehdrige Normalgewebe und in etwa die gleiche Menge an CYP 1A2 (Tab.
24).

Tabelle 24: Vergleich der immunhistochemischen Enzym-Farbungen (GS und CYP)
von Nephroblastomen mit korrespondierenden Nierennormalgeweben.

Von den Nephroblastomen mit Mutation im CTNNB1-Gen produzierten zwei (Wt3 und
5) weniger bzw. gleich viel und einer (Wt10) mehr GS als das korrespondierende
Normalgewebe. Fir Tumor Wt16 stand kein Referenzgewebe zur Verfugung.

Die CYP-Expression der CTNNB1-mutierten Tumore laftt kein Schema erkennen.
Wt10 zeigte insgesamt eine vermehrte Expression der Enzyme, Wt5 dagegen eine
geringere Expression. Wt3 hatte im Vergleich die hdhere CYP 2E1-, aber die gleiche
CYP 1A2-Expression.

Die nicht CTNNB1-mutierten Tumore zeigten im Vergleich zu den Normalgeweben
ebenfalls kein einheitliches GS-Expressionsverhalten. Die CYP wurden von den
Tumoren gleich oder weniger exprimiert.

(_unterstrichen CTNNB71-mutiert; > der Tumor exprimierte mehr Enzym als das
Normalgewebe, < das Normalgewebe produzierte mehr Enzym als der Tumor, = kein
Unterschied in der Expression; @ nicht untersucht).

Tumor : GS CYP
Normalgewebe 1A2 2E1
Wit3 : NG3 < = >
Wt5 : NG5 = < <
Wit8 : NG8 < < <
Wt10 : NG10 > > >
Wt11 : NG11 < %] <
Wt12 : NG12 = < <
Wt14 : NG14 < %] <
Wt15 : NG15 > %] =
Wt17 : NG17 < %] <
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Die in den Tabellen 23 und 24 zusammengefassten Ergebnisse der
Immunhistochemie der Wilms-Tumoren zeigen, dass keine Korrelation
zwischen GS- und CYP-Expression und CTNNB17-Mutation besteht.

6.3. Western-Blot

Um die in Relation zum Lebernormalgewebe erhohte GS-Expression in
CTNNB1-mutierten  Hepatoblastomen und die erhdohte Expression
verschiedener CYP-Isoformen auch quantitativ zu bestimmen, wurden zwei
unterschiedliche Methoden angewandt; 1) das die Proteinexpression
bestimmende Western-Blotting und 2) das LightCycler Verfahren, das die
Transkriptionsrate der untersuchten Gene (GS und CYP) erfasst (Kap. 6.4.).

Es waren zu funf der 10 Hepatoblastome Lebernormalgewebe verflugbar (zu
Hb3, 4, 6, 7 und 9).

6.3.1. B-Catenin-Western-Blot der Hepatoblastome

Aufgrund der Deletion sind bei den Hepatoblastomen Hb4 und 5 zwei Banden
im B-Catenin-Western-Blot zu sehen. Eine in der Grol3e des B-Catenin-Proteins
(92 kDa) und aufgrund der Deletion eine zweite, kleinere Bande (Abb. 42,
gezeigt fur Hb4). Hepatoblastome mit Punktmutation weisen nur eine Bande auf
(Abb. 42, gezeigt fur Hb3).

Die Expression von [B-Catenin war bei Hb4 und Hb6 im Vergleich zum

Normalgewebe deutlich starker ausgepragt, bei den anderen Tumoren (Hb3, 7
und 9) wenigstens gleich stark (Tab. 25).
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NG3 Hb3 NG4 Hb4

- — 100 kDa
— 72 kDa

Abbildung 42: B-Catenin-Western-Blot (92 kDa),

Hepatoblastome Hb3, Hb4 und korrespondierende
Normalgewebe (NG3 bzw. NG4); aufgetragene Proteinmengen
10 pg.

Im Vergleich zum Normalgewebe exprimierte Tumor Hb4
deutliche mehr, Tumor Hb3 wenigstens gleich viel B-Catenin wie
das korrespondierende Normalgewebe.

6.3.2. GS-Western-Blot der Hepatoblastome

Im Vergleich zu den Lebernormalgeweben zeigten vier der entsprechenden

Hepatoblastome auch im Western-Blot eine erhohte GS-Expression (Hb3, 4, 7

und 9). Die Banden von Hb6 und dem dazugehdrigen Lebernormalgewebe sind

in etwa gleich und lassen keinen Unterschied in der GS Menge erkennen (Tab.

25).

Abbildung 43 zeigt den quantitativen Unterschied der GS-Expression am

Beispiel von Hb3 und Hb4.

NG3 Hb3 NG4 Hb4
— 72 kDa
— 59 kDa
A - - — 40 kDa

Abbildung 43: GS-Western-Blot (45 kDa), Hepatoblastome Hb3,
Hb4 und korrespondierende Normalgewebe (NG3 bzw. NG4);
aufgetragene Proteinmengen 50 pg.

Die CTNNB1-mutierten Tumore exprimietren mehr GS als die
korrespondierenden Lebernormalgewebe.
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6.3.2.1. CYP-Western-Blot der Hepatoblastome
Untersucht wurde das CYP-Isoenzym 2E1. Bis auf Hb9 zeigten die Tumore
eine geringere Expression des CYP 2E1 als die korrespondierenden
Normalgewebe (Abb. 44, gezeigt fur Hb3 und Hb4).

NG3 Hb3 NG4 Hb4
| — o —— o — ‘-— — 72 kDa
— - ~ — 55kDa
Abbildung 44: CYP-Western-Blot 2E1 (~50 - 55 kDa),
Hepatoblastome Hb3, Hb4 und korrespondierende

Normalgewebe (NG3 bzw. NG4); aufgetragene Proteinmengen
50 ug. Hb3 exprimierte weniger CYP als NG3. Fur Hb4 ist gar
keine Bande fur das CYP zu sehen.

Tabelle 25: Western-Blot-Untersuchungen fir B-Catenin, GS und CYP 2E1 der
Hepatoblastome.

Hb 4 und 6 wiesen eine deutlich erhdhte, die anderen Tumore eine vergleichbare
Expressionsmenge an B-Catenin auf. Alle CTNNB71-mutierten Tumore exprimierten
mehr (4) oder vergleichbar viel (1) GS wie die korrespondierenden
Lebernormalgewebe. Fir das CYP 2E1 zeigten die Tumore (bis auf Hb9) eine
schwachere Expression als die Normalgewebe.

(_unterstrichen CTNNB1-mutiert; > der Tumor exprimierte mehr Protein als das
Normalgewebe, < das Normalgewebe produzierte mehr Protein als der Tumor, = kein
Unterschied in der Expression).

Tumor : B-Catenin GS CYP 2E1
Normalgewebe

Hb3 : NG3 = > <
Hb4 : NG4 > > <
Hb6 : NG6 > = <
Hb7 : NG7 = > <
Hb9 : NG9 = > =
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6.4. Light-Cycler

Die zweite Methode zur quantitativen Auswertung der Enzym-Expression der
Hepatoblastome war das Light-Cycler Verfahren. Es wurden die Expression von
GS und CYP 1A1 untersucht.

Aus den Hepatoblastom- und Lebernormalgewebeproben wurde durch Zusatz
von Trizol bei gleichzeitigem mechanischem Aufschluss der Zellen durch eine
Vibrationskugelmuhle RNA isoliert. Die so gewonnene RNA wurde durch RT-
PCR in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA kam letztendlich im LightCycler zur

quantitativen PCR zum Einsatz.

6.4.1. GS-LightCycler-Verfahren
Wie der Verlauf der Schmelzkurve zeigt (Abb. 45) waren keine Nebenprodukte

bei dem GS-LightCycler-Verfahren vorhanden.

Die Ergebnisse einer erhohten GS-Expression in allen CTNNB7-mutierten
Tumoren konnte im LightCycler-Verfahren bestatigt werden (Abb. 46). Fir jeden
Tumor konnte mit einer LightCycler Probe eine erhdohte GS-Expression
nachgewiesen werden (Abb. 46). Allerdings =zeigten sich bei zwei
verschiedenen Proben des gleichen Tumors (Hb3) unterschiedliche GS-
Expressionshohen — einmal eine erhohte GS-Expression im Vergleich zum
Normalgewebe (Hb3a), das andere Mal eine verminderte Expression der GS im

Vergleich zum Normalgewebe (Hb3b).
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Abbildung 45: Schmelzkurve GS-LightCycler-Verfahren der Hepatoblastome.
Es zeigten sich keine Nebenprodukte.

GS-LightCycler-Verfahren
2,50 7 Hb3b Hb6
2,00 -
Hb4
1,50
IF
1,00 - NG
0:50 1 Hb3a
0.00 - |
Tumor-und Normalgewebe

Abbildung 46: GS-LightCycler-Verfahren der Hepatoblastome und der korrespon-
dierenden Lebernormalgewebe, auf welches normiert wurde.

Die Proben Hb3a und Hb3b stammen aus dem gleichen Tumor Hb3, wurden aber fir
die LightCycler-Untersuchung jeweils neu isoliert. Die Tumore (Hb3b, Hb4 und Hb6)
Uberexprimierten die GS im Vergleich zum dazugehérigen Lebernormalgewebe. Die
zweite Probe aus dem Tumor Hb3 (Hb3a) exprimierte die GS weniger stark als das
korrespondierende Normalgewebe.
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6.4.2. CYP-LightCycler-Verfahren
Nur der Verlauf der Schmelzkurve von Normalgewebe 3 zeigte minimale
Mengen eines Nebenprodukts (Abb. 47).

Bei dem CYP-LightCycler-Verfahren der Isoform 1A1 zeigte sich je nach
Hepatoblastom eine unterschiedliche Expressionshohe - teilweise mehr,
teilweise weniger als das dazugehoérige Normalgewebe (Abb. 48). Dies war
auch bei der Immunhistochemie des CYP 1A2 der Fall (CYP 1A1 und 1A2
besitzen den gleichen Promotor, womit eine Vergleichbarkeit gewahrleistet ist),
aber der Vergleich der Ergebnisse dieser beiden Methoden untereinander ergibt
keine Ubereinstimmungen (Abb. 48, Tab. 22). So wies z.B. Hb4 fir CYP 1A2 in
der Immunhistochemie eine geringere Farbung auf, CYP 1A1 im LightCycler-

Verfahren eine vermehrte.

Hb3
Hb4
Hb6
Hb7
Hb9 —

NG3

Fluoreszenz -d(F1)/dT

00- [
W

T T T ] I T T T | | T I R
66.0 6280 700 720 740 760 780 200 820 240 86.0 88,0 Q0.0 920930

Temperatur (°C)

Abbildung 47: Schmelzkurve CYP 1A1-LightCycler-Verfahren der Hepatoblastome.
Nur das Normalgewebe 3 zeigte etwas Nebenprodukte, ansonsten war nur das
gewunschte Produkt entstanden.
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CYP 1A1-LightCycler-Verfahren
5,00 Hb6
4,00
3,00
IF
2,00 Hb4 Hb7 NG
Hb3
1,00 — — “Hb9—
0,00 L
Tumor-und Normalgewebe

Abbildung 48: CYP 1A1-LightCycler-Verfahren der Hepatoblastome und der
dazugehorigen Lebernormalgewebe, auf welches normiert wurde.

Teilweise war die Produktion von CYP 1A1 in den Hepatoblastomen deutlich erhdht
(Hb6), andererseits war sie teilweise auch geringer als die des Normalgewebes (Hb3
und Hb9). Ein einheitliches Expressionsmuster kann nicht erkannt werden.

6.5. Mikrodissektion

Um zu klaren, ob die Randbereiche der Tumoren, welche die GS verstarkt
produzieren (Hb1, 3, 4, 5 und 10) unter Umstanden eine andere Mutation als
die Nichtrandbereiche des Tumors oder sogar keine CTNNB7-Mutation
aufweisen, wurde die Methode der LaserCapture-Mikrodissektion verwendet.

Hierzu wurden aus drei verschiedenen Bereichen (Abb. 49) von zwei dieser
Tumoren (Hb3 und 10) mikroskopisch kleine Zellverbande mit einem Laser
heraus ,geschossen®. Nach Proteinase K Verdau und anschlieRender PCR mit
den gleichen Primern, die zur Genotypisierung der makroskopischen
Tumorproben verwendet wurde, wurden die mikrodisseziierten Proben

sequenziert.
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Abbildung 49:

GS-Farbung von Hepatoblastom
Hb3, mit Gegenfarbung.

Aus drei verschiedenen Bereichen
wurde durch Mikrodissektion
Zellmaterial zur weitern
Untersuchung gewonnen: Innere
des Tumors (l), Rand des Tumors
(R) und auRerhalb des Tumors/
Stroma (S).

Zur Sequenzierung wurden Primer verwendet, welche sense- und antisense-

Strang spezifisch waren und damit eine Sequenzierung beider Strange
erlaubten (5'— 3‘ und 3'—> 5’ Richtung). Fur Hb3 wurde eine CTNNB1-Mutation
im Inneren des Tumors und fur Hb10 CTNNB7-Mutationen in allen drei

untersuchten Bereichen gefunden. Alle gefundenen CTNNB7-Mutationen waren

auch in den beiden korrespondierenden Nukleotiden der doppelstrangigen DNA

nachzuweisen.

Bei den gefundenen CTNNB7-Mutationen handelt es sich um die gleichen

CTNNB1-Mutationen, die bei Untersuchung der makroskopischen Tumorproben

(Tab. 18) gefunden werden konnten.
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Tabelle 26: Mutationen der mikrodisseziierten Hepatoblastome.
Tumor Hb3 zeigte im Inneren des Tumors aus beiden Sequenzier-Richtungen (5'— 3
und 3‘—> 5‘) die gleiche CTNNB1-Mutation wie bei der Analyse der makroskopischen
Tumorproben (Gly34Val). In allen drei Bereichen (Innen, Rand und AulRen) war bei
Tumor Hb10 auch aus beiden Richtungen die bereits bekannte CTNNB71-Mutation
Gly34Arg zu finden.

Lokalisation der analysierten Probe

Tumor

Innen Rand AuBen/Stroma
Hb3 Glycin34Valin — —
Hb10 Glycin34Arginin Glycin34Arginin Glycin34Arginin

Die Ergebnisse (Tab. 26) konnten auf Grund zu wenig Materials in einer
zweiten PCR aus denselben mikrodisseziierten Proben nicht reproduziert
werden. Neu mikrodissezierte Proben aus denselben Bereichen, die bei der
ersten Untersuchung CTNNB7-Mutationen aufwiesen, konnten bei einer
weiteren Sequenzierung nur in einem Fall die zuvor gefundene CTNNB1-

Mutation bestatigen.
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7. Diskussion

Mutationshéufigkeit im CTNNB1-Gen der verschiedenen Tumorarten

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mutationshaufigkeit im CTNNB1-Gen der
Hepatoblastome von 80% (8/10) und in dem der Nephroblastome (Wilms-
Tumore) von 31% (4/13) gefunden. Alle CTNNB1-Mutationen befinden sich im
Hot-Spot Bereich des Exon 3 des CTNNB1-Gens, welches entscheidend fur die
Stabilitat des B-Catenin-Proteins und somit fur die Aktivitat des Wnt-Signalwegs
ist (Morin et al., 1997). Alle anderen untersuchten Tumorarten (Neuroblastome,
Rhabdomyosarkome und andere Weichteilsarkome) waren im CTNNB1-Gen

unauffallig.

Die CTNNB1-Mutationshaufigkeit der Hepatoblastome mit 80% liegt im Bereich
der gefundenen Mutationshaufigkeiten anderer Untersuchungen (Wei et al.,
2000: 67%; Jeng et al.,, 2000: 89%). Die CTNNB1-Mutationshaufigkeit der
Nephroblastome mit 31% ist in etwa doppelt so hoch wie von anderen
Arbeitsgruppen berichtet, deren Berechnung auf einer Gesamtzahl von 40
(Koesters et al.,, 1999: 15%;) bzw. 153 Nephroblastomen (Maiti et al., 2000:
14%) beruht. Die in dieser Arbeit untersuchte Gesamtzahl von 13
Hepatoblastomen ist zu gering, um fir die berechnete Haufigkeit von CTNNB1-
Mutationen der Nephroblastome eine grol3e statistische Sicherheit zu

beanspruchen.

CTNNB1-Mutationen konnten fir Neuroblastome, Rhabdomyosarkome und
andere Weichteilsarkome im Gegensatz zu den Hepatoblastomen und
Nephroblastomen nicht gefunden werden. Hepatoblastome, Nephroblastome
und Neuroblastome sind Tumore, die von einem embryonalen Gewebetyp
abstammen, die anderen untersuchten Tumorarten von differenzierteren
Strukturen. Der Wnt-Signalweg spielt physiologischerweise v.a. eine Rolle bei

der Organogenese, so



dass dies eine Erklarung fir das Auftreten bei ,embryonalen’ Tumoren, aber
nicht bei Tumoren mit héherer Differenzierung sein kann (Kelleher et al., 2006).
Liu et al. (2008) konnten ebenfalls keine CTNNB1-Mutationen bei
Untersuchungen von 73 Neuroblastomen nachweisen. Allerdings fanden sie
eine Aktivierung des B-Catenin-Signalwegs ohne den Mechanismus daflr

bisher aufgeklart zu haben.

GS-Expression in CTNNB1-mutierten Hepatoblastomen und Nephro-
blastomen

In einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
Lebertumore von Mausen, die eine B-Catenin-Mutation tragen, das Enzym GS
vermehrt exprimieren (Loeppen et al., 2002). Cadoret et al. (2002) und erst
kirzlich wiesen Austinat et al. (2008) diesen Sachverhalt auch fur

hepatozellulare Karzinome (HCC) nach.

Immunhistochemisch wiesen in dieser Arbeit alle CTNNB7-mutierten
Hepatoblastome vom epithelial-embryonalen und -fetalen Subtyp eine starke
GS-Expression auf, so dass auch bei menschlichen Hepatoblastomen eine
direkte Korrelation zwischen CTNNB7-Mutation und GS-Expression besteht.
FUr Tumorareale vom mesenchymalen Subtyp und mit duktaler Differenzierung

war keine GS-Expression nachzuweisen.

Untersuchungen zur Zuordnung einer verstarkten GS-Expression zum Typ der
entarteten Zellen liegen bisher nicht vor. Die gefundene Expression der GS in
epithelial-embryonalen und epithelial-fetalen, aber nicht in den mehr
differenzierten  mesenchymalen und duktalen Tumorarealen kann
widerspiegeln, dass Komponenten des Wnt-Signalwegs bei hdher

differenzierten Zellen nicht exprimiert werden.



Von den beiden Proben ohne CTNNB1-Mutation zeigte eine Probe ebenfalls
eine GS-Expression, die andere war GS-negativ. Als Ursache fur die GS-
Positivitat des einen genotypisch unauffalligen Hepatoblastoms ist in Erwagung
zu ziehen, dass auch Mutationen anderer Gene zu einer abnormen GS-
Expression fuhren kénnen. Zu diesen Genen gehort APC (Adenomatous
polyposis coli), ein Tumorsuppressorgen, das in einer Vielzahl von Kolon-
Tumoren mutiert ist (Groden et al., 1991). Im Whnt-Signalweg bindet es B-
Catenin und tragt somit zu seinem Abbau bei (Munemitsu et al., 1995).
Mutationen im APC-Gen flhren deshalb zu einem verminderten Abbau von [3-
Catenin und folglich einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs (Colnot et al., 2004
und Benhamouche et al., 2006). Auch Axin1 ist im B-Catenin-Abbau-Komplex
integriert. Mutationen in diesem Tumorsuppressor konnen uber den Wnt-
Signalweg ebenfalls zu einer abnormen GS-Expression flihren (Austinat et al.,
2008 und Zucman-Rossi et al., 2006).

Eine gesteigerte GS-Expression war auch auf Protein-Ebene (Western-Blot) bei
4 der 5 untersuchten Hepatoblastom-Normalgewebe-Paarungen deutlich
ausgepragt. Die Probe des Tumors Hb6 wies wenigstens die gleiche
Expressionsmenge wie das korrespondierende Normalgewebe auf. Insgesamt

bestatigen somit die Ergebnisse des Western-Blots die der Immunhistochemie.

Auch die Ergebnisse des LightCycler-Verfahrens stimmen mit den
immunhistochemischen Befunden Uberein. So war bei jedem untersuchten
Hepatoblastom mit CTNNB1-Mutation (Hb3, 4 und 6) eine im Vergleich zum

korrespondierenden Lebernormalgewebe erhéhte GS-Expression festzustellen.

Eine weitere Probe aus Tumor 3 (Hb3b) ergab eine deutlich geringere GS-
Expression als das korrespondierende Normalgewebe. Das unterschiedliche
Ergebnis fur Hepatoblastom Hb3 bei Aufarbeitung einer anderen Probe weist

auf die Bedeutung der Probengewinnung bei sensitiven Methoden wie dem



LightCycler-Verfahren hin. Aufgrund der Heterogenitat der Hepatoblastome mit
Tumorarealen, die von GS-negativem Bindegewebe durchsetzt sind und den
verschiedenen histologischen Auspragungen des Tumors, ist nur schwer zu
beurteilen, wie grol3 der tatsachliche Anteil an GS-positivem Tumorgewebe in

der verwendeten Probe ist.

Insgesamt weisen die immunhistochemischen Befunde und die Ergebnisse der
Western-Blot- und  LightCycler-Untersuchungen fur  CTNNB7-mutierte
Hepatoblastome eine gute Ubereinstimmung auf und zeigen, dass mit der

CTNNB1-Mutation eine erhohte Expression von GS verbunden ist.

Die immunhistochemische Untersuchung der Wilms-Tumore ergab bei drei
(Wt3, 10 und 16) der vier Tumore mit Mutation im CTNNB71-Gen einen GS-
positiven Phanotyp, ein Tumor war phanotypisch negativ. Die Konstellation
eines GS-negativen Phanotyps bei positivem Genotyp fir eine CTNNB1-
Mutation (Wt5) ist selten, aber nicht auRergewdhnlich; Audard et al. (2007)
konnten in einer Studie bei 2% der untersuchten CTNNB71-mutierten HCCs

solch ein Ergebnis nachweisen.

Zudem wiesen 4 der 9 Wilms-Tumore ohne Mutation im CTNNB7-Gen einen
GS-positiven Phanotyp auf. Als Ursache kommt, wie bereits flr das GS-positive
und nicht CTNNB1-mutierte Hepatoblastom diskutiert, eine Mutation in einem

anderen Gen, z.B. APC oder Axin1 in Frage.

Die Ergebnisse zu den Hepatoblastomen und Nephroblastomen zeigen, dass in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Austinat et al. (2008) von einem
GS-positiven Phanotyp nicht automatisch auf einen CTNNB7-mutierten
Genotyp geschlossen werden kann. Zum einen wiesen nicht CTNNB1-mutierte

Tumore einen GS-positiven Phanotyp auf und zum anderen war einer der



CTNNB1-mutierten Nephroblastome GS-negativ. Als Indikator fir Mutationen
im CTNNB1-Gen ist die GS deshalb nur bedingt geeignet.

Korrelation von CTNNB1-Mutation und Expression von CYP 450-Enzymen
Meistens werden die CYP in Tumoren negativ reguliert. In einigen Fallen wurde
allerdings auch das Gegenteil berichtet (Loeppen et al., 2005; Kondoh et al.,
1999). So konnten neben der GS in einer weitern Arbeit aus unserer
Arbeitsgruppe auch Isoformen der CYP 450-Enzymfamilie als Zielgene des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs, die vermehrt exprimiert werden, identifiziert werden
(Loeppen et al., 2005).

In dieser Arbeit wurden die CYP-Isoformen 1A2, 2B1, 2C6, 2D6, 2E1 und 3A4
untersucht. Die Anfarbung der Hepatoblastome mit CYP-Antikérpern zeigte,
dass alle Hepatoblastome mit CTNNB17-Mutation wenigstens eine CYP-Isoform
exprimieren. Die einzelnen CTNNB71-mutierten Hepatoblastome exprimierten
jedoch ganz unterschiedliche CYP-Isoformen. Wegen dieser unterschiedlichen
Expression von CYP-Isoformen in den CTNNB71-mutierten Hepatoblastomen
kann bei CTNNB1-mutierten Hepatoblastomen keine direkte Korrelation

zwischen CYP Isoform-Expression und CTNNB7-Mutation beansprucht werden.

Die Ergebnisse stehen jedoch nicht im Widerspruch zum Befund von Loeppen
et al. (2005), dass bei Mausen verschiedene CYP-Isoformen zu den Zielgenen
des Wnt-Signalwegs gehoren. Insbesondere ist zu bedenken, dass eventuell
der fur CYP bekannte genetische Polymorphismus wie z.B. die bei langsam
Metabolisierern konstitutive geringe Expression von CYP 2D6 (Wormhoudt et
al.,, 1999) oder die Beeinflussung der CYP-Expression durch die bei den
Patienten angewandten Chemotherapeutika eine B-Catenin-vermittelte CYP-

Expression moduliert bzw. Uberlagert haben kann.



Ein Hepatoblastom ohne CTNNB7-Mutation (Hb1) wies auch eine CYP-
Expression auf. Da neben dem GS-Gen auch CYP-Gene zu den Zielgenen des
Whnt-Signalwegs gehoren, ist es wie bei der GS-Expression auch hier moglich,
dass eine andere Mutation (z.B. APC oder Axin1), die diesen Signalweg

beeinflusst, ursachlich fur die CYP-Expression des Hepatoblastoms Hb1 ist.

Wie bei den Ergebnissen der Hepatoblastome war fur CTNNB1-mutierte und
nicht CTNNB1-mutierte Nephroblastome ebenfalls kein einheitliches CYP-

Expressionsmuster zu erkennen.

Histologische Besonderheiten der Hepatoblastome

Funf der neun GS-positiven Hepatoblastome exprimierten auffallig viel GS im
Randbereich  verschiedener Tumorareale. Die genaue histologische
Untersuchung ergab, dass nur epithelial-fetale Tumorbereiche vom hellzelligen

Subtyp diese Randstandigkeit der GS-Expression aufweisen.

Schrode et al. (1990) konnten in einer Ko-Kultivierung von periportalen
Hepatozyten (in der normalen Leber GS-negativ) und humanen vendsen
Endothelzellen zeigen, dass vor allem diejenigen Hepatozyten eine gesteigerte
GS-Expression zeigen, die in direkter Nachbarschaft zu den Endothelzellen
sind. In Ubereinstimmung mit diesem Befund ist eine mdogliche Erklarung flr
das Phanomen der randstandig erhdhten GS-Expression, dass bei diesem
hellzelligen Subtyp Zellen, die im angrenzenden Stroma/Bindegewebe liegen,
Whnt-Proteine produzieren und somit den Wnt-Signalweg der Tumorzellen in

direkter Nachbarschaft aktivieren.

Tumorareale, die die oben beschriebene GS-Randstandigkeit aufwiesen,
zeigten eine Art ,blauen HE-Saum*® mit geringer Anfarbung der CYP in diesem
,Saum“. Dies ergibt ein inverses Muster Uberhdhter GS-Expression und

verminderter CYP-Expression, das allerdings nicht den kompletten



Tumorbereich betrifft, sondern sich alleine auf den Randbereich beschrankt.
Zellen in dem randstandigen Bereich sind nicht grundsatzlich andere Zellen als
die Zellen im Rest des jeweiligen Tumorareals; sie besitzen jedoch eine erhohte

Kern-Plasma-Relation und z.T. eine erhdohte Basophilie.

Mikrodissektion
Ziel der Mikrodissektion war es, einen moglichen Unterschied der Mutation im
CTNNB1-Gen verschiedener Tumorbereiche (Innere und Rand des Tumors

sowie Stroma) festzustellen.

Die gefundenen CTNNB1-Mutationen im Innern der beiden untersuchten
Hepatoblastome sind die gleichen CTNNB7-Mutationen wie bei der
Untersuchung der jeweiligen makroskopischen Tumorprobe. Einer der beiden
Tumore wies aullerdem die in der makroskopischen Probe gefundene
CTNNB1-Mutation sowohl im Randbereich wie auch im Stroma auf. Eine
Aufarbeitung einer weiteren mikrodisseziierten Probe dieses Hepatoblastoms
bestatigte diese CTNNB1-Mutationen nicht. Fir den zweiten Tumor, bei dem fir
das Innere auch eine CTNNB1-Mutation gefunden wurde, konnte im

Randbereich und im Stroma keine CTNNB1-Mutation nachgewiesen werden.

Insgesamt geben die flr das Stroma gefundenen Ergebnisse, flur das eigentlich
keine CTNNB1-Mutation nachzuweisen sein sollte, und die unterschiedlichen
Ergebnisse bei Aufarbeitung einer zweiten Probe einen Hinweis auf die
Problematik, die mit der Sensitivitat der angewendeten Methode verbunden ist.
Bei der selektiven Auswahl einzelner Zellbereiche ist von vornherein nicht von
einer 100%igen Trefferquote der gewlinschten Zelltypen auszugehen, so dass
im Prinzip eine statistische Annaherung an die Analyse, d.h. eine Vielzahl von
Probenentnahmen erforderlich ist, um eine gesicherte Aussage machen zu
kénnen. Dies war in dieser Arbeit aufgrund der geringen Probenmengen nicht

maoglich.



8. Zusammenfassung und Ausblick

8.1. Zusammenfassung

Der Wnt-Signalweg und seine Komponenten spielen in der Kanzerogenese
verschiedenster Tumorarten eine wichtige Rolle. Eine der wichtigsten
Komponenten des Wnt-Signalwegs ist das Protein 3-Catenin, das entscheidend
zur Regulierung der Gene der Glutaminsynthetase (GS) und von Genen der
Cytochrom P450 (CYP)-Isoformen beitragt. In Studien aus unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass zwischen (3-Catenin Mutationen in
Mauselebertumoren und der Expression der GS sowie von CYP-Isoformen eine

positive Korrelation besteht (Loeppen et al., 2002, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob solide Tumore des Kindesalters
(Hepatoblastome, Wilms-Tumore, Neuroblastome, Rhabdomyo-sarkome und
andere Weichteilsarkome) Mutationen im CTNNB7-Gen und damit

einhergehend eine veranderte GS- und CYP-Expression aufweisen.

8 von 10 der Hepatoblastome und 4 von 12 der Wilms-Tumore zeigten eine
CTNNB1-Mutation, keine der anderen Tumorarten. In Einklang mit den eigenen
Ergebnissen und den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen konnte flr beide
Tumorarten gezeigt werden, dass zwischen CTNNB7-Mutation und GS-
Expression eine positive Korrelation besteht. Hepatoblastome vom epithelialen-
embryonalen Subtyp wiesen eine homogene GS-Expression auf. Im Gegensatz
hierzu zeigten epithelial-fetale Hepatoblastome vom hellzelligen Subtyp vor
allem in Randbereich zum angrenzenden Stroma eine verstarkte Expression

des Enzyms.

Alle CTNNB1-mutierten Tumore exprimierten mindestens eine CYP-Isoform.
Eine Korrelation zwischen CTNNB1-Mutation und Expression einer bestimmten

CYP-Isoform liel} sich nicht nachweisen.



8.2. Ausblick

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit gewonnenen Ergebnisse sind ein weiterer
Beleg fur die Bedeutung des Wnt-Signalwegs flr die Eigenschaften von HB und
WT.

Die verstarkte GS-Expression der untersuchten Tumore kann einen
Selektionsvorteil darstellen, da diese nicht mehr auf die externe Zufuhr der

wichtigen Aminosaure Glutamin angewiesen sind.

Eine veranderte CYP-Expression kann einerseits die Resistenz gegen
bestimmte Chemotherapeutika erklaren, wenn diese von einem hochregulierten
CYP inaktiviert werden. Andererseits kann eine erhéhte CYP-Aktivitat auch von
Vorteil sein, wenn ein Zytostatikum zum Einsatz kommt, das erst durch dieses

CYP in seine wirksame Form gelangt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen helfen, das unterschiedliche Ansprechen
der verschiedenen Hepatoblastom-Subtypen (fetale besser als embryonale) auf
die Chemotherapie zu verstehen und eine Strategie zu entwickeln, die Therapie

noch individueller zu gestalten.
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