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1 Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Tumorbiologie

1.1.1 Entstehung von Malignomen

Malignome sind in den westlichen Industrielandei® ziveithdufigste Todesursache. Als
Ausloser sind unter anderem chemische Verbindunge®trahlenbelastung,
Ernahrungsfaktoren, chronische Infektionen und eje@etische Disposition bekannt.
Diese Kanzerogene bewirken DNA-Veranderungen wiangbriche, Mutationen oder
Translokationen. Wird dadurch eine Fehlregulaties genetischen Programms einer Zelle
ausgeldost, kann ein Tumorwachstum resultieren (NpW876). Die Entstehung eines
Malignoms gilt dabei als Prozess, der in mehrerehrifen erfolgt (Hanahan und
Weinberg, 2000). Die grol3e Anzahl von verschiedehamorzellgenotypen lasst sich auf
sechs Anderungen der Zellphysiologie reduziereme eiinregulierte Produktion von
Wachstumsfaktoren, Resistenz gegenuber wachstumséreden Signalen, Umgehung
von programmiertem Zelltod, Fahigkeit zur unbegtenzReplikation, Induktion von
Angiogenese sowie Invasion von Gewebe und Metastasy (Hanahan und Weinberg,
2000).

Gezeigt werden konnte bei den meisten Tumorengenetische Instabilitat. Diese aul3ert
sich unter anderem als veranderte Chromosomengdipmosomentranslokation, als
Amplifikation einzelner Gene oder als Deletion odasertion einzelner Nukleotide
(Lengauer et al.,, 1998). Dabei konnte nachgewieserden, dass fast alle humanen
Tumoren einen heterogenen Phanotyp aufweisen. Tagihem, die Mutationen in Genen
der Replikationskontrolle aufweisen, werden als tdar-Phanotyp” bezeichnet (Loeb,
1991). Genetische Instabilitat bewirkt eine Kaskade Mutationen im gesamten Genom
(Loeb, 2001). Aus therapeutischer Sicht verdeutlicke Theorie der genetischen
Instabilitdét ein Problem der Tumorbehandlung, heilspeise mit Chemotherapie:
Einzelne Tumorzellen mit Mutationen, die eine Tipereesistenz bewirken, kdénnen
bevorzugt proliferieren und zu einem Tumorrezidilaren (Loeb et al., 2003).

Bei Uber 50% aller Tumoren liegt eine Mutation dé€¥%3-Gens vor (Levine, 1997). Das
TP53-Protein wird im normalen Zellzyklus bei geselien Schaden vermehrt synthetisiert
und bewirkt Uber seine Zielgene eine Aktivierungi M@NA-Reparaturmechanismen und
eine Apoptose, wenn keine Reparatur mdglich istn{3to-Rouach et al., 1991). Eine
Mutation im TP53-Gen verhindert diesen Signalwed ammdglicht eine Replikation trotz
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DNA-Schaden. Auch ein schlechteres Ansprechen sufTerapie wurde bei Tumoren
mit TP53-Mutationen gezeigt (Levine, 1997). Regdlig&inden sich auch Mutationen im
Tumorsuppressorgen P16, dessen Genprodukt ebensoTRH®3 einen Arrest des
Zellzyklus bewirkt (Liggett und Sidransky, 1998)inEbedeutender Mechanismus zur
Hemmung der Expression von TumorsuppressorgenewiestHypermethylierung von
CPG-Inseln im Promotorbereich (Baylin et al.,, 1998]Jypischerweise beim
Mammakarzinom mutierte Tumorsuppressorgene sind BREA-1-Gen (Miki et al.,
1994) und das BRCA-2-Gen (Wooster et al., 1995neBvutation eines dieser beiden
Gene als vererbte Disposition liegt in 5-10% derdBkrebsfalle vor.

Zu den bedeutendsten humanen Onkogenen gehoOreRrdieine der ras-Familie. Es
handelt sich dabei um GTP-bindende Proteine, dé&wanktion in der Kontrolle von
Proliferation, Differenzierung, Apoptose und derg@misation des Zytoskeletts besteht.
Veradnderungen der ras-Proteine kdnnen bei bis 26 a0er Tumoren nachgewiesen
werden und sind dabei unter anderem an der Meimstag beteiligt (Hernandez-
Alcoceba et al, 2000).

Die wichtigsten Merkmale maligner Tumoren sind divasion und Metastasierung.
Voraussetzung zum invasiven Wachstum ist das Aefldson Zell-Zell-Kontakten, der
Umbau extrazellularer Gewebematrix und die akBesvegung der Tumorzellen. Eine
Metastasierung erfolgt als Kaskade in mehrereneBtuNach dem Austritt aus dem
Primartumor erfolgt das Eindringen in die Metasiasigswege, die Verschleppung der
Tumorzellen und der Austritt aus den Metastasiesuegen. Es konnte gezeigt werden,
dass ein Primartumor unterschiedliche Subpopulatiomit metastatischen und nicht-
metastatischen Tumorzellen enthalt (Fidler, 199Djese Subpopulationen weisen
Unterschiede in der Genexpression auf (Yokota, 000

Entscheidend fir das Uberleben von Zellen ist deschluss an BlutgefaRe. Es konnte
gezeigt werden, dass Zellen in die Apoptose Ubemehkvenn die Entfernung zum
Blutzufluss Uber 100m betragt. Dadurch ist das Anwachsen eines Tumdnse o
Angiogenese auf f0Zellen beschrankt (Folkman, 1990). Angiogenesed wdiurch
Tumorzellen induziert: Diese exprimieren Tumor-Asggnese-Faktoren, die benachbarte
Kapillaren zur Aussprossung stimulieren. Eine TR&Bation hat ebenfalls Auswirkungen
auf die Angiogenese. So supprimiert TP53 im norma&ellzyklus tber das Glykoprotein
Thrombospondin ein Wachstum von Blutgefal3en, und Ndetationen entfallt diese
Angiogenese-Hemmung (Dameron et al.,, 1994). Auchvitno konnte Angiogenese

demonstriert werden (Folkman und Haudenschild, 19B8im Mammakarzinom wurde
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gezeigt, dass eine intensive NeovaskularisationTdesors mit Metastasierung korreliert
(n=49, Weidner et al., 1991).

1.1.2 Diagnostik und Prognosefaktoren beim Brustkre

Die Routinediagnostik zur Brustkrebserkennung lséeis klinischen Untersuchungen
wie der Inspektion und Palpation, aus bildgebendgerfahren sowie bei
Malignitatsverdacht aus Stanzbiopsien mit histaolger Untersuchung.

Zu den prognostischen Faktoren, die sich aus dempidogie des Tumors ableiten,
gehéren der Tumortyp, die TumorgroRe, das Graddig, vaskuldre Versorgung des
Tumors, der Resektionsrand und der Lymphknoterst@oss und Fletcher, 1998). Das
Tumorstadium und der axillare Lymphknotenstatus deer nach dem TNM-System
klassifiziert. Die histologische Beurteilung erfolgach WHO-KTriterien, wobei Uber 20
verschiedene Typen unterschieden werden. Am hdefigsritt das duktal invasive
Karzinom auf. Als Grading-Verfahren hat sich dast&m von Bloom bewahrt, das durch
zusatzliche Kriterien wie die Mitoserate eine Kiikation in Grad 1 (= gut differenziert),
Grad 2 (= maRig differenziert) und Grad 3 (= schiatifferenziert) erlaubt (Bloom und
Richardson, 1957). Alternativen dazu stellen dasteésy nach Elston und Ellis oder der
Nottingham-Score dar. In letzterem wird eine Pragniber die 15-Jahres-Uberlebenszeit
anhand eines Indices aus der TumorgrofRe, GradidgLymphknotenstatus ermdglicht
(Galea et al., 1992).

Nicht-morphologische Prognosefaktoren sind derdgsin- und Progesteronrezeptorstatus,
der Zellproliferationsindex, der Anteill an Tumoldeel in der Synthesephase, der
Ploidiegrad der DNA sowie das Vorhandensein von hgagonsfaktoren, Onkogenen
(HER-2/neu, myc, ras), mutierten TumorsuppressagémP53), Proteasen (Kathepsin D)
und den Zellzyklusregulatoren Zykline und zyklindbgige Kinasen (Ross und Fletcher,
1998). Der Ostrogen- und Progesteron-Rezeptorstaiog immunhistochemisch im
Paraffinschnitt bestimmt und in einem Score vors &iis zwolf bewertet, wobei ein Score
>2 (entsprechend 10-20 fmol/mg Tumorprotein) alszdpéor-positiv gilt (Jonat et al.,
1986). Ein Tumor gilt als hormonrezeptorpositiv, nmeein positiver Ostrogen- oder
Progesteronrezeptorstatus vorliegt. Dieses wirdpatgynostisch gunstig bewertet. Das
Onkoprotein erbB-2 (HER-2), ein transmembraner 3yrkinaserezeptor, hat ebenfalls
prognostische Bedeutung: Eine Uberexpression kertelmit einem reduzierten
Gesamtuberleben, erhohter Rezidivneigung und einegativen Hormonrezeptorstatus
(Ross und Fletcher, 1998).
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Arrayanalysen ergaben, dass die Untersuchung desex@essions-Profils anhand
zellularer RNA im Tumorgewebe prognostisch aussaded ist (n=42, Perou et al., 2000;
n=98, van't Veer et al., 2002; n=55, Ahr et al.020n=295, van de Vijver et al., 2002).
Invasive Mammakarzinome (n=78) konnten anhand danskriptionsprofile in Gruppen
eingeteilt werden, die unterschiedlich auf die eyssche Therapie ansprechen und
verschiedene Uberlebenswahrscheinlichkeiten auémei¢Sorlie et al., 2001). Auch
Prognosen Uber das Potential zur Metastasierurgjreah bei Adenokarzinomen wie dem
Mammakarzinom durch RNA-Analysen mdglich zu seir2r9, Ramaswamy et al.,
2003). Als mdgliche klinische Anwendung wurde dieréhfiihrbarkeit von Arrayanalysen
mit RNA aus Feinnadelaspiraten gezeigt (n=27, Asder et al., 2002).

Eine wichtige Bedeutung konnte die Genexpressiaigse bei kleinen
ostrogenrezeptorpositiven Tumoren ohne Lymphknatilberlangen, die nach bisheriger
Definition eine gunstige Prognose haben. Denn adoeh Tumoren dieser Kategorie
kommen progrediente Verlaufe vor, die bislang niphbgnostiziert werden konnten.
Basierend auf der Expression von 21 RNA-Spezie3umorgewebe war es jedoch auch
bei diesem Patientenkollektiv (h=668) moglich, gen&oraussagen zu treffen (Paik et al.,
2004).

Alle in der Routine verwendeten Marker, die Aussagier die Diagnose oder die
Prognose erlauben, werden jedoch bislang aus Twwetle gewonnen. Somit ist eine
Biopsie oder Operation des Tumors nétig, bevor dé&biologische Methoden mdglich

sind.

1.1.3 Serologische Tumormarker beim Mammakarzinom

Beim Mammakarzinom wurden verschiedene Serum-Turaken getestet. Dazu gehdren
CEA, CA15-3, CA27.29, TPA, TPS und die extrazelleal®omane von HER-2. Die

Sensitivitat und Spezifitdt erwiesen sich jedoch dken Markern als zu niedrig fur die

Anwendung zur Brustkrebs-Friiherkennung (Duffy, 2006

Lediglich zur Therapiekontrolle konnten bislang eWarker etabliert werden, CEA und

CA 15-3. CEA ist ein onkofetales Antigen aus embhglem Gewebe, das von einigen
Tumoren sezerniert wird. Erhohte CEA-Werte kommen39-50% der Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom vor, jedoch auch égigbhen Erkrankungen (Cheung et
al., 2000). Das Glykoprotein MUC1 wird uUblicheraei durch einen Assay als
Krebsantigen CA15-3 detektiert. Im Serum ist CA1b&8 der Mehrzahl der Frauen mit
metastasiertem Brustkrebs erhoht. Aber auch beierand Malignomen sowie bei
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verschiedenen gutartigen Erkrankungen kommen CAEBR8hungen vor (Cheung et al.,
2000).

Vorteile serologischer Brustkrebsmarker zur Theztapntrolle im Vergleich zu
konventionellen Kriterien sind unter anderem einghdre Sensitivitat, eine grol3ere
Objektivitat bei der Messung, eine gute Reliakilis@wie die Kosteneffizienz (Duffy,
1999; Cheung et al., 2000). Eine Primardiagnoséi& Mlammakarzinoms ist mit keinem
bislang bekannten Marker moglich. Da der Brustkrggdoch zu den Tumoren mit
haufiger und friihzeitiger hamatogener Aussaat gebischeinen weitere Untersuchungen
in diesem Gebiet aussichtsreich. Zuverlassige Toradier, die sich fur ein serologisches

Screening eignen, gilt es dabei fur das Mammakamzinoch zu etablieren.
1.2 Nukleinsauren als Tumormarker

1.2.1 Im Blut kdnnen Nukleinsauren detektiert warde

1.2.1.1 Bei Krebspatienten sind im Blut zirkuliedenTumorzellen nachweisbar

Das Wissen um die Existenz zirkulierender Tumoezelim Blut hat seinen Ursprung
bereits im Jahr 1869, als Ashworth seine Ergebriigse Untersuchungen mit dem Blut
Verstorbener publizierte (Ashworth, 1869). Zirkeé#ede Tumorzellen im Blut von
lebenden Patienten wurden 65 Jahre spater ersmaalsgewiesen (Pool und Dunlop,
1934).

Anfangs erfolgte der Nachweis lichtmikroskopischittMrweile werden die Zellen des
Blutes pelletiert und anschliel3end entweder RNAr dal§A zur Analyse zu prapariert.
Alternativ. werden tumorspezifische Zelloberflachramker immunhistochemisch
bestimmt. Die Sensitivitat ist besonders bei derlekdarbiologischen Techniken hoch;
eine bis sieben Tumorzellen pro ml Serum oder dumorzelle pro 1810° normale
Zellen sind nachweisbar (Garcia-Olmo et al., 20@8i. Malignomen konnte festgestellt
werden, dass taglich im Durchschnitt®1Bellen pro Gramm Tumorgewebe in die
Blutzirkulation Ubergehen (Carmeliet und Jain, 2000

Im Jahre 1991 gelang es der Arbeitsgruppe um BtlSenstmals, bei Melanompatienten
tumorspezifische RNA mit einer ,nested-PCR" im paegren Blut nachzuweisen. Dabei
wurde Tyrosinase mRNA detektiert, die nur in Melayten transkribiert wird und ein
Schlusselenzym der Melaninsynthese codiert. Dieigjgse RNA-Spezies konnte im Blut
von 57% der Patienten (n=7), aber bei keinem gesumtobanden (n=4) nachgewiesen
werden (Smith et al., 1991).
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Bei Patientinnen mit Mammakarzinomen wurden unteideaem folgende nicht-
brustgewebespezifische mMRNA-Spezies als Marker #irkulierende Tumorzellen
verwendet: CK-19, die RNA der SekretionsproteinB,S2 und EGP2 (n=103, Bosma et
al., 2002), CEA (n=33, Wong et al., 2001), EGF-R1®33, Griunewald et al., 2000),
PTHrP (n=31, Wulf et al., 1997), HER2/neu (n=17,98&man et al., 1999), die mRNA
des Onkogen-Rezeptors c-Met, PBl->4-N-acetylgalactosaminyl-transferase,
tumorassoziiertes Antigen MAGE-A3 (n=65, Tabackakt 2001) undB-HCG (n=65,
Taback et al., 2001; n=55, Fabisiewicz et al., 200

Untersucht wurde aufl3erdem hMAM als Marker-mRNA. deieSpezies gehort zur
Uteroglobin-Genfamilie und wird ausschlief3lich ierdMamma exprimiert. Bei einem Tell
der Tumoren wird im Brustkrebsgewebe eine Uberesgioa beobachtet (n=35, Watson
und Fleming 1996; n=100, Watson et al., 1999). B=de gezeigt, dass hMAM-mRNA im
Blut einiger Mammakarzinompatientinnen nachweisbiat und dort mit dem
Lymphknotenstatus und dem Vorhandensein von Feastasten korreliert. Im Blut von
gesunden Probandinnen konnte hMAM-mRNA nicht detektverden (Watson et al.,
1999).

EGF-R liel3 sich hingegen auch im Blut von hamatslkdgen Tumorpatienten nachweisen,
CK-19, pl1B, PS2 und EGP2 sogar zusatzlich bei emi@esunden (n=31, Grinewald et
al., 2000; n=96, Bosma et al., 2002). Eine Erhohdag Spezifitdt konnte durch PCR-
Assays mit mehreren Markern erreicht werden (Taleaelt., 2001; Gilbey et al., 2004).
Die klinische Bedeutung dieser Mikrometastasen wioth kontrovers diskutiert. Eine
Untersuchung zirkulierender Tumorzellen im Blut v@nustkrebspatientinnen (n=19)
zeigte, dass die Mehrheit der Zellen Apoptose-tjms DNA-Strangbriche aufwies
(Mehes et al., 2001). Andererseits wurde eine stisth signifikante Verkirzung der
Uberlebenszeit bei Mammakarzinompatientinnen mikutierenden Tumorzellen im
peripheren Blut nachgewiesen (n=94, Weigelt et 2003; n=177, Cristofanilli et al.,
2004).

1.2.1.2 Auch extrazellulare DNA kann im Blut bestitnwerden

Bereits im Jahre 1948 wurde erstmals von der Exasmirkulierender zellfreier DNA und
RNA im Blutplasma von 25 Menschen berichtet (Manaedl Metais, 1948). Knapp 30
Jahre spater beschrieb S.A. Leon, dass Tumorpatidnt173) im Vergleich zu Gesunden
(n=55) erhohte DNA-Mengen im Serum aufweisen. Himdirekte Quantifizierung mit
einem Radioimmunoassay ergab bei gesunden Kordretipen im Mittel 13ng DNA/mI
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Serum und bei Tumorpatienten durchschnittlich 1&®hg Zwischen der DNA-
Konzentration und der Tumorgrof3e oder —Lokalisatlkannte kein Zusammenhang
gesehen werden. Bei Patienten mit einem metad@siefumor waren die DNA-
Konzentrationen im Serum jedoch signifikant hoherd uagen durchschnittlich bei
209ng/ml Serum (Leon et al., 1977). Eine anderediBtzeigte, dass Patienten mit
malignen Erkrankungen des Verdauungstraktes (n=1€8pifikant hohere DNA-
Konzentrationen im Serum haben als Patienten mihigben gastrointestinalen
Erkrankungen (n=187, Shapiro et al., 1983). Dass ethohten DNA-Konzentrationen
zumindest zum Teil aus dem Tumorgewebe stammereni894 von zwei verschiedenen
Arbeitsgruppen gezeigt, die jeweils tumorspezifesthunktmutationen im ras-Gen mit
einer PCR aus freier DNA des Serums detektierter,(i5orensen et al., 1994; n=10,
Vasioukhin et al., 1994). Bei Quantifizierungen deirfestgestellt, dass der Anteil von
Tumor-DNA an der Gesamt-DNA im Plasma bei Patiemiénverschiedenen Malignomen
(n=30) zwischen 3% und 93% betragt. Ein Zusammemhai der Konzentration der
Gesamt-DNA lasst sich daraus nicht ableiten (Jaal. €2001b).

Aufgeklart wurde bislang weder der Mechanismus, dein DNA in den Blutkreislauf
eingeschleust wird, noch die Rolle der freien TwHDOIA bei der Metastasierung. Die
Effizienz einer Zelltransformation durch extraz&he DNA istin vitro zwar gering, doch
dies muss nicht fur die Situatiomvivo gelten.

Es gibt Hinweise darauf, dass Tumor-DNA in Apopkidgperchen oder als freie Plasma-
DNA eine Rolle bei der Metastasierung spielen kéni@o konnte im Zellkultursystem
eine Aufnahme von Apoptosekdrperchen durch sonteistellen gezeigt werden, auch
die erneute Transkription der darin enthaltenen DbtAmdglich (Holmgren et al, 1999).
In einer anderen Studie konnten native Tumorzetlerch Inkubation in Plasma mit
zirkulierender Plasmid-DNA transfiziert werden. Naojektion dieser Zellen in gesunde
Ratten konnte die Plasmid-DNA einige Wochen sp#itet.ungengewebe nachgewiesen
werden. Aus diesen Experimenten leiteten die Autalie Genometastasen-Hypothese ab:
Nach dieser Theorie ist eine Metastasierung mogigmn der Primartumor dominante
Onkogene ins Plasma abgibt und diese in dafir emptie Zellen der Zielorgane
transfiziert werden (Garcia-Olmo et al., 1999; Ga@Imo et al., 2000).

In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, das&l®insauren im Blut nicht nur in
zirkulierender Form vorliegen, sondern auch Ubem\deanproteine an Zelloberflachen
von Leukozyten und Erythrozyten gebunden sein kiriBennett et al., 1985). Zumindest

bei gesunden Menschen (n=25) ist im Blut der Hapth der extrazellularen
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Nukleinsduren an Zelloberflachen gebunden (Tamkowt al., 2005). Am Beispiel
methylierter DNA-Sequenzen wurde nachgewiesen, dass Brustkrebs-Patientinnen
(n=20) und Frauen mit einem benignen FibroadenoriZhim Vergleich zu gesunden
Frauen (n=10) der Anteil an frei zirkulierender DNgteigt, wahrend der Anteil an
zellgebundener DNA sinkt (Skvortsova et al., 2006).

Freie Tumor-DNA kann zumindest im Tiermodell (n=&gnifikant haufiger im Plasma
detektiert werden als zirkulierende Tumorzellen ri@aOlmo et al., 2005). Folglich
scheinen freie Nukleinsduren das Potential zuritbegren Malignomdiagnostik zu haben
als zirkulierende Tumorzellen.

Mammakarzinome gelten bereits seit den siebzigeredaals einer der Tumoren mit der
mit den hochsten DNA-Konzentrationen im Serum (r8;17eon et al., 1977). Auch in
folgenden Studien wurde im Plasma oder Serum varstBrebspatientinnen regelmafig
Tumor-DNA nachgewiesen. Voraussetzung fir die Afikalion von Tumor-DNA aus
Serum ist das Vorhandensein von Karzinom-speziiscBenveranderungen. Als DNA-
Abnormalitaten wurden im Blut von Patientinnen rmlammakarzinom unter anderem
Mikrosatelliten-Veranderungen (n=61, Chen et @9% n=17, Mayall et al., 1999; n=62,
Silva et al., 1999a; n=71, Shaw et al., 2000), Moten vom p53-Gen (n=25, Silva et al,
1999c¢) und Promoter-Hypermethylierungen (n=35,&dv al., 1999b) beschrieben. In den
Studien, die eine gesunde Kontrollgruppe mitfihrtbatrug die Spezifitat der DNA-
Abnormalitaten 100%, die Sensitivitat lag zwiscliddo und 61% (Goessl, 2003).

Eine Veroffentlichung belegte einen statistischemsatnmenhang zwischen dem
Vorhandensein von Tumor-DNA im Plasma und dem Bef@n mindestens drei
Lymphknoten, der histologischen Klassifikation algktal invasives Karzinom sowie
einem hohen Proliferationsindex gemessen an Ki-8ivg et al., 1999a). Diese
Korrelationen konnten jedoch in anderen Studiemtnfestgestellt werden (Chen et al.,
1999; Shaw et al.,, 2000). Eine weiterer statistisginifikanter, aber nicht klinisch
relevanter Zusammenhang wurde zwischen der Anwegevidin Tumor-DNA im Plasma
und der Lange der Remissionszeit publiziert (n=13iKa et al., 2002b). Bei Messungen
der Gesamt-DNA im Serum stellte sich hingegen ehithere Konzentration als

prognostisch gunstiger heraus (n=96, Gal et aQ420

1.2.1.3 Detektion von zellfreier RNA im Blut

Obwohl im Blut RNasen vorhanden sind (Kamm und 8ni©72), kann zellfreie RNA im
Serum oder Plasma nachgewiesen werden und die Kivaten bleibt auch tber mehrere



1 Einleitung und Fragestellung 9

Stunden stabil. Exogen zugegebene RNA wird hingagaerhalb von Sekunden abgebaut
(Tsui et al, 2002). Filtrationsversuche erbrachtk® Theorie, dass RNA im Blut an
Partikel gebunden ist (Ng et al., 2002).

Eine Hypothese besagt, dass Plasma-RNA in apoghetis Korperchen zirkuliert und
dadurch vor Degradation geschiitzt ist (Biggiogdral.e 1998; Hasselmann et al., 2001).
Gestutzt wird diese Annahme durch Zellkulturvergjchn denen Apoptose induziert
wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass es zween von apoptotischen Kdrperchen
gibt: Der eine Typus enthalt RNA und der andere D{i#falicka et al., 2000). Andere
Arbeitsgruppen gehen davon aus, dass RNA im SerunshdKomplexbildung mit
Proteinen oder Lipoproteinen vor RNasen geschitztl iWieczorek et al, 1985;
Bazanova und Seits, 1989). Auch uber einen Degoadstchutz durch RNA-DNA-
Bindungen wurde diskutiert (Sisco, 2001). Dagegaechen jedoch Versuche mit RNase-
H, bei denen kein Effekt nachweisbar war (El-Hefpatval., 2004).

Die Konzentration zirkulierender RNA im Plasma Bgtrdurchschnittlich 1-1@/L (El-
Hefnawy et al., 2004). Ob extrazellulare RNA eineldgische Funktion hat und worin
diese besteht, wird kontrovers diskutiert. Eine MNbdkeit besteht in einer
immunologischen Funktion, da die Aktivierung detidcher Zellen durch extrazellulare
RNA gezeigt werden konnte (Ni et al., 2002). Abeaclaeine Rolle beim Tumorwachstum
oder der Metastasierung ist denkbar. Denn ebensobeii freier DNA konnte auch flr
zirkulierende RNA gezeigt werden, dass im Serunrt &tesma von Krebspatienten (n=16)
hohere Konzentrationen messbar sind als im Bluu@es (n=27, Ng et al., 2002).
Zirkulierende RNA bietet eine viel versprechenderspektive als Tumormarker:
Verschiedene RNA-Spezies werden jeweils nur inmibestimmten Gewebe transkribiert
oder sind speziell in Tumorzellen Uberexprimieried® Sequenzen kodnnen bei der
Untersuchung von RNA in Korperflissigkeiten geziedetektiert werden. Eine
Abhangigkeit von Mutationen wie bei der DNA-Analysatféallt durch die Verwendung
von RNA.

Eine der ersten Publikationen zur Eignung von exlialarer RNA bei der
Tumordiagnostik stammt aus dem Jahre 1999, als Asibeitsgruppe bei vier von sechs
Patienten mit malignem Melanom im Serum Tyrosinas@NA nachweisen konnte,
jedoch bei keiner der 20 gesunden KontrollpersgKepreski et al., 1999).

Ein anderer potentieller Tumormarker ist die Telomse. Das Enzym synthetisiert als
spezialisierte Reverse Transkriptase die DNA ddorerregion und ermdglicht dadurch

eine beliebig haufige Zellteilung. Die Telomerasg Iwei RNA-Untereinheiten: hTR und



1 Einleitung und Fragestellung 10

hTERT. In humanen Zellen ist die Telomeraseexpoedserunterreguliert, eine Ausnahme
bilden dabei die Keimbahnzellen der Testes und i@vasowie alle bisher untersuchten
Karzinome und Leukamien (Kim et al., 1994; Shay Badchetti, 1997). Beim Brustkrebs
konnte eine Arbeitsgruppe bei 17 von 18 Patientinne Tumorgewebe hTR und hTERT
detektieren und fand diese Transkripte anschlie3@ideinem Viertel der Frauen im

Serum wieder, jedoch bei keiner gesunden Kontrddtpe (n=21, Chen et al., 2000). Dasi
zeigte ein Jahr spater durch eine real-time PCE&;5 Batienten mit kolorektalem Karzinom
(n=9) oder Lymphom (n=9) signifikant hohere Konzatibnen von hTERT-Transkripten

im Plasma aufweisen als gesunde Menschen (n=10gbDals, 2001).

Mit den Markern CK19 und Mammaglobin stellte Silt@st, dass im Vergleich zur

gesunden Kontrollgruppe (n=25) bei signifikant meBmustkrebspatientinnen (n=45)

mindestens einer dieser Marker im Serum detektien@a. Eine statistisch signifikante

Korrelation wurde zwischen dem Vorhandensein dib&ker und der TumorgrofRe sowie
dem Ki-67-Gehalt der Zellen als Proliferationsindgtunden (Silva et al., 2001).

1.2.2 Konzeptionelle Vorteile von extrazellularenkieinsauren

Durch Fruherkennung kann die Zahl der todlichenlaudenden Tumorerkrankungen

gesenkt werden. Deswegen kommt Screeningverfahren liedeutende Rolle zu. Die

Bestimmung von tumorassoziierten Nukleinsduren ampi€rfliissigkeiten stellt dabei eine

aussichtsreiche Methode zur Frihdiagnostik dar. @ehtigste Vorteile gegentber

gebrauchlichen Vorsorgemalinahmen ist die minimalsive Anwendung: Lediglich eine

Blutentnahme ware nétig. Damit konnte eine breitdkeeptanz des Verfahrens in der
Offentlichkeit erlangt werden, als es bislang bielsweise bei Mammographien zur

Brustkrebsfriherkennung moglich ist. Fur die Anweamgl extrazellularer Nukleinsduren

sprache zudem eine bei geeigneten Markern frigee8ensitivitat.

Wahrend die DNA das Genom darstellt und damit ienalZellen eines Organismus

identisch ist, steht RNA fir das Transkriptom umteuscheidet damit verschiedene Zellen
voneinander. Speziell beim Brustkrebs wurde zudestgéstellt, dass freie RNA im

Plasma eine sensitivere Diagnostik ermdglichti@g fDNA. In einer Studie erwiesen sich
RNA-Marker zudem nicht nur als sensitiver, sondesniel3 sich auch im Gegensatz zur
Untersuchung mit DNA-Markern eine Korrelation miarBmetern der Aggressivitat des
Tumors nachweisen (n=45, Silva et al., 2002a).

Es lasst sich somit zusammenfassen, dass die RNdygenim Serum der Detektion von

freier DNA und von Tumorzellen tberlegen zu seinesat. Aus diesem Grunde ist es ein
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Ziel dieser Arbeit, ausgewéhlte RNA-Spezies im 8erauf ihr Potential als neue

Tumormarker zu Uberprufen.
1.3 Etablierung extrazellularer RNA-Spezies als Turarmarker

1.3.1 Ausgewahlte Ribonukleinsaurespezies als petlenMammakarzinommarker

1.3.1.1 extrazellulare Ki-67-RNA hat Bedeutung bélarnblasenkarzinom

Das Ki-67-Protein ist ein etablierter Proliferatomarker im Nukleus und Nukleolus, der
in allen aktiven Phasen des Zellzyklus nachweisstamicht aber in der &Phase. Bei
Krebserkrankungen Kkorreliert der Anteil Ki-67-post Tumorzellen oft mit dem
klinischen Verlauf der Krankheit. Das Mammakarzinaéhlt dabei zu den am besten
untersuchten Beispielen. Eine Uberexpression d&7KmRNA weist beim Brustkrebs auf
eine schlechte Gesamtprognose hin. Die mMRNA-Exmessn Tumorgewebe korreliert
mit dem Mitoseindex der Zellen, dem histologisch@mading des Tumors, dem
Apoptoseindex, dem Gehalt an Ostrogen- und Progestzeptoren und einer
Akkumulation von p53. Keine Korrelation besteht gehien der Ki-67-Expression und
dem Lymphknotenstatus, dem Vorhandensein von Maetast zum Zeitpunkt der
Operation sowie der Tumorgrof3e (n=191, Pietilaieeal., 1996).

Eine Quantifizierung von Ki-67 mRNA aus Korperfligdseiten wurde bereits erfolgreich
mit Urin durchgefuhrt. Dabei zeigte sich eine siigginte Erh6hung dieser mRNA-Spezies
bei Patienten mit Harnblasenkarzinomen des hisigtbgn Grades 2 (n=8) und 3 (n=9) im

Vergleich zum Urin gesunder Menschen (n=14, Merilad.£2004).

1.3.1.2 Rad51-RNA als bekannter intrazellularer bfdabeim Mammakarzinom

Das Rad51-Protein bildet einen Teil des Multipnoteimplexes, dem auch der
Tumorsuppressor BRCA-1 angehort (Scully et al.,719Bei Doppelstrang-DNA-Brichen
fungiert Rad51 als Reparaturgen. In den NucleiTomorzellen wird es Gberexprimiert.
Bei Brustkrebspatientinnen (n=108) wurde eine Katien zwischen einer Rad51-
Uberexpression und dem histologischen Tumor-Gradimpbachtet. Eine negative
Korrelation besteht zum Ostrogen-RezeptorstatusTdaroren. Des Weiteren verhalt sich
im Tumorgewebe die Expression von Rad51 gleichaniigder von Ki-67 (Maacke et al.,
2000).

Nachgewiesen werden konnte in Zellkulturexperimengne Assoziation von einer

gesteigerten Rad51-Expression in Tumorzellen miérehohen DNA-Reparaturkapazitat,
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einer erh6hten Rekombinationsrate und der zunehememesistenz gegen Radio- und
Chemotherapie (Vispe et al., 1998; Yanasigawa.etl888). Die Gensequenz von Rad51
ist auf Chromosom 15q14 lokalisiert und enthalEk@ns (Schmutte et al., 1999).

1.3.1.3 Hoj-1- RNA als viel versprechender unbekenklarker

Bei Hoj-1 handelt es sich um den Namen eines mtdtilierten Markers, der als Synonym
fur c12orf2 gebraucht wird. Im Vorfeld dieser Arbaiurde ein Macroarray-Experiment
mit dem Clontech Atlas™ human 8K plastic array dgefihrt (J. Warnecke, personliche
Mitteilung). Dazu wurde RNA aus dem Serum von zé&tatientinnen mit histologisch

gesichertem, duktal-invasivem Mammakarzinom veraimd mit einer Macroarray-

Analyse die Zusammensetzung der RNA untersucheinem Kontrollansatz wurde die
zusammengefiihrte RNA aus dem Serum von zehn gestindeen verwendet. Dabei war
das Signal fir Hoj-1 im Plasma von Brustkrebspaiteen gegentber der Kontrollgruppe
deutlich erhoht. Dieses Ergebnis konnte auf eingsafmmenhang zwischen freier Hoj-1-
RNA im Serum und dem Vorhandensein eines Mammakamzs hinweisen. Allerdings

wurden bei der Macroarray-Untersuchung gepoolte béro untersucht. Erst ein

Einzelnachweis von Hoj-1 im Serum kann zeigen, asael mMRNA-Spezies mit dem
duktal-invasiven Mammakarzinom korreliert.

In der Literatur ist Hoj-1 kaum erwéhnt. Das Pnotdiir das Hoj-1 codiert, zeigt 56%
Homologie mit B44478, einem putativen RegulatorZéiwachstum oder Differenzierung

(Debeer et al., 2002). Beschrieben werden flunfobheeslene Spleil3varianten:

Abbildung 1: Splicevarianten von Hoj-1
Hoj-1 enthalt vier Exons. Dargestellt sind die fub&kannten
[——/s p]—{4] Splicevarianten.
Fl—[] nach: Debeer et al., 2002
4]

Eine vorherige Publikation dieser Arbeitsgruppechesibt einen Bereich von 1,5Mb auf
Chromosom 12 pll1.2, der auch den Genlokus von Hojpfasst. Darin sind die
Ergebnisse eines Northern Blots abgebildet, bei derschiedene humane Gewebe auf die
Expression von zwei verschiedenen Hoj-1-Genproduktentersucht wurden. Die
Genprodukte galten in dieser Publikation noch alsekannt und wurden daher als EST
R72964 bezeichnet. Das langere Transkript von 6y2k0 in allen getesteten Geweben

aulBer in peripheren Blutleukozyten exprimiert. Dklginere alternativ gespleil3te
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Transkript von 2,2kb ist ausschlief3lich im Testdegewebe nachweisbar (Debeer et al.,
2000). Gewebe der weiblichen Brustdriise wurde niakersucht.

1.3.2 Housekeeping-Gene zur Sicherstellung der Qualitdt von prapamidRNA

Die verwendeten Serumproben enthalten zu geringeA-REngen fur eine
Qualitatskontrolle durch ein PAA-Gel oder eine mmeétrische Bestimmung des
Absorptionsspektrums. Um das Vorhandensein detbkfier RNA nach der Praparation
sicherzustellen ist somit eimousekeeping-Gen als interner Standard erforderlich. Dafur
wird ein Gen gewahlt, das eine Funktion bei der i®agulation des zellularen
Stoffwechsels Ubernimmt und somit in jeder kernbeit Zelle vorhanden ist. Im Falle
dieser Arbeit wurde als interner Marker die mMRNAnv&GAPDH verwendet, einem
Schlusselenzym der Glykolyse. GAPDH-mRNA wird ubigu exprimiert und ist auch
extrazellular im Serum detektierbar.

Bei Experimenten mit Primarzellen ist es mdoglicle dExpression der Zielgene auf
housekeeping-Gene zu normalisieren, da diese konstitutiv exjgnitan Gene eher mit der
Zellzahl korrelieren als Regulierte. Durch diesermalisierung werden Variationen
zwischen verschiedenen Proben, beispielsweise duRipettierungenauigkeiten,
ausgeglichen. Durch neoplastisches Wachstum irsfvemierten Zelllinien kann jedoch
auch die Expression vamusekeeping-Genen variieren, so dass eine Normalisierung auf
diese nicht mehr zuverlassig ist (Goidin et alQD0 In Gewebeproben verandert sich die
GAPDH-Transkription deutlicher als bei Zellkulturebabei sind nicht nur Unterschiede
in der GAPDH-Expression zwischen verschiedenenvidden feststellbar, sondern auch
wenn Proben von einem einzigen Menschen zu vexsshén Zeitpunkten genommen
werden.

Stimuliert wird die GAPDH-Transkription unter andar durch Insulin (Rolland et al.,
1995; Barroso et al., 1999), Ostrogen (Revillioraket 2000), Vitamin D (Desprez et al.,
1992) oder Hypoxie (Graven et al.,, 1994; Zhong uBtmons, 1999). Eine
Herunterregulation der GAPDH-Transkription erfoldieispielsweise durch Fasten
(Yamada et al., 1997) und durch Retinsaure (Barevsd., 1999).

Beim Mammakarzinom besteht im Tumorgewebe einetheg&orrelation zwischen der
GAPDH-Expression und einem Alter von Uber 40 Jalmem Zeitpunkt der Diagnose
sowie dem Vorhandensein von Ostrogen- und Progestzreptoren. Eine positive
Korrelation wurde zwischen der GAPDH-Expression @ histologischem Grading
gefunden. Die Autoren schlieBen auf eine Assozation der GAPDH-Expression und
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der Zellproliferation bei Brustkrebs sowie der Agggivitat des Tumors (n=404, Revillion
et al., 2000).

Durch diese vielfaltigen Ursachen flr Variationender GAPDH-Transkription erscheint
es nicht sinnvoll, detektierte RNA-Spezies auf GAPBuU normieren. Daher werden in
dieser Arbeit sowohl bei Detektionen aus zellul&®&A als auch bei der Quantifizierung
von extrazellularen Nukleinsauren aus Serum vomzage die Absolutwerte der

Messungen abgebildet und keine Normierungen vorgemen. Der interne Marker wird

zur Uberprifung der Qualitat der praparierten RNérwendet und sichert somit das
Vorhandensein von intakter RNA, falls die Gbrigearkker aus biologischen Griinden nicht

detektiert werden kénnen.

1.3.3 Bedeutunqg von Zellkulturen

Mit der Entwicklung der Zellkulturtechnik Anfang €lé9. Jahrhunderts (Carrell, 1912)
wurde eine wichtige Grundlage fiur die Aufklarung nvoWachstums- und
Differenzierungsprozessen geschaffen. Auch in desb&forschung spielen Zellkulturen
eine grol3e Rolle.

Zellkulturen stellen ein artifizielles System d#/ahrend die Versorgung mit Nahrstoffen
im lebenden Organismus durch Blutgefale gewateteistird, geschieht dieses in
Kulturen durch das N&hrmedium. Limitierender Fakist fur in vitro-Zellen die
Sauerstoffversorgung, wahrend Nahrstoffe ausrettivemhanden sind. Ist die Zelldichte
zu hoch, akkumulieren toxische Stoffwechselprodukie Ammonium und Laktat. Das
Wachstum in Kultur erfolgt nicht im Gewebeverbande wn Organismus, sondern als
isoliertes Zellwachstum. Dadurch veréandert sichhadie Morphologie: Der Gberwiegende
Teil wachst in Kultur epitheloid oder fibroblastoid

Primérkulturen haben eine begrenzte Lebensdauemhdansformierte Zellen hingegen
sind zeitlich unbegrenzt passagierbar. Bei Primi@zést die Generationszeit langer (etwa
36-48h), im Wachstum fallt eine Kontakthemmung dngim Erreichen eines konfluenten
Zellrasens wird die Vermehrung blockiert. Im Untéried dazu haben transformierte
Zelllinien eine kurze Verdopplungsrate von durchmsitiich 2-24h. Sie bilden
Ubereinander liegende Zellaggregate aus, sobaldKdi&luenz erreicht ist, da keine
Hemmung der Zellteilung erfolgt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zellkultursyst zur Etablierung der
molekularbiologischen Methoden verwendet. AulRerdt@mnten damit Erkenntnisse Uber
die Expression bestimmter RNA-Spezies in versclmedehumanen Tumorzelllinien
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gewonnen werden, um diese anschliel3end gezielT ln@iorpatientinnen im Serum zu
detektieren. Bei den Resultaten der Zellkulturvelneumuss bedacht werden, dass nur
isolierte  Tumorzellen untersucht werden, wahrend d@nfluss der vielfaltigen
Wechselwirkungen im Organismus dabei vernachlasgigt. Zudem kénnen sich Zellen
durch die Adaptation an die Kulturbedingungen auich ihren biochemischen
Eigenschaften anpassen und dadurch eine verariRieeExpression aufweisen. Daher
wird in dieser Arbeit auch der Frage nachgeganigevefern sich die Zellkulturergebnisse

in vivo reproduzieren lassen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, eine MethpdieQuantifizierung von extrazellularen
RNA-Spezies im Serum zu entwickeln. Damit soll jioéft werden, ob die Expression
bestimmter RNA-Spezies in Zellkulturen und im Tugewebe Ruickschlisse auf das
Vorhandensein und die quantitative Zusammensetdigsgr Spezies im Serum zulasst.
Es soll eine Detektion der mRNA von Hoj-1, GAPDHyd®1 und Ki-67 in verschiedenen
Zelllinien und in Serumproben erfolgen. Bei RadS5ls atablierter Marker im
Tumorgewebe soll Gberpriuft werden, ob die publieigrositive Korrelation zwischen der
Expression im Tumorgewebe und histologischem Gradowie die negative Korrelation
mit dem Ostrogenrezeptorstatus auch durch die imnSextrazellular vorliegende RNA
bestétigt werden kann. Ki-67-mRNA wurde extrazéitulm Urin nachgewiesen und
korreliert dort mit dem Grading bei Harnblasenkaomen. Es soll herausgefunden
werden, ob dieser Zusammenhang im Serum von Belstgatientinnen ebenfalls besteht.
Der bisher nicht etablierte Marker Hoj-1 wird zuhsic auf das Vorhandensein in
verschiedenen Zellkulturen Gberprift. Bei einereptiellen Eignung als Tumormarker
wird anschlieRend untersucht, ob die mRNA im Semih dem Vorhandensein eines
Mammakarzinoms korreliert und dadurch Riuckschligggelas Grading oder die Prognose
maoglich sind. Damit soll gleichzeitig nachgeprufenden, ob ein Array mit gepoolten

Proben eine geeignete Methode darstellt, um neoefmarker zu beschreiben.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenproben

In der vorliegenden Arbeit wurden Serumproben voatigatinnen mit einem
Mammakarzinom sowie von gesunden Frauen auf deralGbastimmter RNA-Spezies
untersucht. Verwendet wurden ausschlie3lich Bliiprovon Patientinnen, die Uber die
Studie aufgeklart waren und sich schriftlich mitr d¥erwendung des Serums
einverstanden erklarten. Die Ethikkommission befiitete das Projekt (siehe 7.1).
Einschlusskriterien fur die Patientengruppe waretgeinde: weibliches Geschlecht,
vollendetes 18. Lebensjahr, duktal-invasives Manmar&dkom (stanzbioptisch gesichert),
Stanzbiopsie nicht langer als sieben Tage zurigddd sowie die geplante Aufnahme zur
operativen Therapie. Als Ausschlusskriterien zahlte die mangelnde
Einwilligungsfahigkeit, sowie eine zusatzliche nyake Erkrankung in der Anamnese.

Die Probengewinnung erfolgte im Rahmen einer remial3igen Blutentnahme mit einer
Serummonovette von Sahrstedt, die ein Volumen \vemmnl fasst. Die Monovette wurde
bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 1100 rpm zengidct, anschlieRend konnte das
Serum als Uberstand abgehoben und in ein Falkaciighriberfihrt werden. Es folgte ein
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und die &agg bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C.
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2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

Acrylamid AppliChem
Agar Sigma
Agarose Cambrex
APS Merck
Casein Gibco
Chloroform Merck
dNTPs Peglab
Ethanol Roth
EDTA Merck
Ethidiumbromid Gibco
Formamid Merck
Guanidiniumthiocyanat Gerbu
Hefeextrakt Gibco
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 Sigma
Isopropanol Sigma
Kaliumacetat Sigma
Kaliumchlorid Merck
Litiumchlorid Sigma
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumhydroxid Merck
N-Laurylsarcosin Serva
Phenol Roth
Poly-Inosin Sigma
Random Hexamer Primer Invitrogen
RNaseOUT Invitrogen
SDS Roth
Spezifische Primer Metabion
Stains-all Sigma
TEMED Roth
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Triton-X

Urea

2.2.2 Puffer
DNA-Ladepuffer

N2-Puffer (pH 6,3)

N3-Puffer (pH 6,3)

N5-Puffer (pH 8,5)

PBS (pH 7,4)

S1-Puffer (pH 8,0)

S2-Puffer

S3-Puffer(pH 5,1)
RNA-Probenpuffer

70% Glycerin
50mM EDTA

0,5% Bromphenolblau
0,5% Xylencyanolblau

100mM Tris/HPOy
15% Ethanol
900mM KCI
0,15% Triton X-100
100mM Tris/4POy
15% Ethanol
1150mM KCl,
100mM Tris/4POy
15% Ethanol
1000mM KClI
40g NaCl
1g KCI
7,29 NaHPO,
1g KH,PO,
ad Wasser auf 5l
50mM Tris/HCI
10mM EDTA
100ug RNase A/ml
200mM NaOH
1%SDS
2,8M Kaliumacetat
2,3M Urea
1x TBE

66% Formamid

0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanolblau

Serva
Gerbu

Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Merck
Serva
Sigma
Roth
Merck
Sigma
Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck

Sigma
Serva
Sigma
Merck
Roth
Sigma
Gerbu

Merck
Sigma
Sigma
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50x TAE 2429 Tris Sigma
57,1ml Essigsaure Merck
20ml 0,5M EDTA Serva
ad Wasser auf 1000ml|

10x TBE (pH 8,3) 445mM Tris Sigma
445mM Borsaure Sigma
10mM EDTA Serva

IX TE 10mM Tris Sigma
1mM EDTA Serva

TELT-Puffer 50mM Tris pH 8,0 Sigma
62,5mM EDTA Serva
2,5M LiCl Sigma
4% Triton X-100 Serva
ad Wasser auf 100m|

Tris Sigma

2.2.3 Enzyme

DNase | Qiagen

RNase | Ambion

RNase A Sigma

Superscript Il Reverse Transkriptase Invitrogen

Taqg Polymerase
Trypsin
Restriktionsenzym EcoRl

Restriktionsenzyn$pel

2.2.4 Medien und Wachstumsfaktoren

Bovines Insulin

DMEM/F12 Medium

Fetales Kélberserum (FKS)

LB-Medium (pH7,5) 5g Casein
2,59 Hefeextrakt
5g NaCl

ad Wasser auf 500ml

New England Biolabs
Linaris

Pharmacia
Gibco

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Merck
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McCoy’s 5a Medium

Medium 199

Natriumpyruvat

nicht essentielle Aminosauren

RPMI 1640 Medium

SOC Medium 2% Trypton
0,5% Hefe-Extrakt
10mM NacCl
2,5mM KCI
10mM MgCh
10mM MgSQ
20mM Glukose

2.2.5 Kits

DNA-free Kit

GAPDH Control Kit

Nucleobon® AX

QlAamp® RNA Blood Mini Kit

qPCR Core Kit for SYBR Green |
RNase-Free DNase Set

RNeasy MIDI-Kit

Superscript lI-Reverse Transkriptase-Set
TOPO TA Clonin§ Kit

Wizard® Plus SV Gel and PCR Cleaning
System

2.2.6 _Sonstiges
Ampicillin

Penicillin / Streptomycin
S-Monovett&

2.3 Gerate

Acrylamidgel-Kammer
Netzgerat

Agarosegel-Kammer und Netzgeréat

PromoCell
Gibco
PAA
Gibco
Gibco

Gibco
Merck

Roth
Sigma
Sigma
Merck

Ambion
Eurogentec
Macherey-Nagel
Qiagen
Eurogentec
Qiagen

Qiagen

Invitrogen

Invitrogen

Promega

Boehringer Mannheim
Gibco
Sarstedt

Biometra
Pharmacia Biotech
Bio-Rad
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Geldokumentationsanlage
Heizblocke

High-Speed Zentrifuge AVANTI
Lyophilisator

Mikrowelle

PCR-Cycler

Photometer D640

Pipetten

Quantitative PCR Gene Afi700
Steril-Werkbanke
Thermomixer

Thermoshake

Tischzentrifuge

Vortexer

Waage

Wasserbad

low speed-Zentrifuge

Phase
IKA
Beckman J-25
Savant
Bosch
Biotron
Beckman
Eppendorf
Applied Biosystems
Heraeus
Eppendorf
Gerhardt
Beckman
IKA
Sartorius
Medingen
Hettich
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2.4 Methoden

2.4.1 Gelelektrophorese

2.4.1.1 Polyacrylamidgele

Acrylamid ist ein Monomer, das bei Anwesenheit vaen Radikalen zu langen Ketten
polymerisiert. Die Porengrof3e des Gels ist abhangiy der Acrylamid-Konzentration.

Polyacrylamidgele eignen sich besonders fir die tr@ohung von kleinen DNA-

Fragmenten bis 1000bp.

Ublicherweise werden zwei Arten von PAA-Gelen ustlieden: Nicht denaturierende
Gele fur die Trennung und Reinigung von doppelsfiger DNA und denaturierende Gele
fur einzelstrangige Nukleinsauren. Eine Denatunigrwird durch die Zugabe von Urea

erreicht, das Basenpaarungen und damit eine Hgbrding der Einzelstrange verhindert.

100 ml Gellésung fir ein 16%iges denaturierendes Ba@crylamidgel:
0 48g Urea (8M) in 40 ml Acrylamid (bei 40%iger Steloisung) und 10ml 10xTBE losen

o mit destilliertem Wasser auf 100ml auffillen

Ein gro3es Gel bendttigt etwa 15 ml Gellosung. ZelldSung wurden 2G0 APS, das
Radikale freisetzt, gegeben. d0TEMED stabilisierten die Radikale und startetenmit

die Polymerisation. Als Laufpuffer wurde TBE verwdeh, der sich durch eine grof3e
Pufferkapazitat auszeichnet und dadurch hohererfsipgen ermoglicht.

Den Nukleinsaureproben wurde ein Probenpuffer (&éimieMischung aus Formamid und
8M Urea) zugefugt, in freie Taschen zu beiden 8eiter aufgetragenen Nukleinséduren
wurde zusatzlich ein RNA-Probenpuffer mit den Feotien Bromphenol und
Xylencyanol geftllt. Dieser verhinderte zum einexs &erlaufen der Proben zum Rand des
Gels aufgrund von unterschiedlichen Salzkonzeotmath und diente zum anderen
wahrend der Elektrophorese als Orientierung ket dufstrecke der Nukleinsauren.

Die Farbung der PAA-Gele erfolgte in stains-all-log.

Stains-all-Losung:
0 10ml stock stain (enthalt 10mg stains-all und 1Boimamid)
10ml Formamid
50ml Isopropanol
1ml 3M Tris-HCI (pH 8,8)
129ml Wasser

O O O o
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2.4.1.2 Agarosegele

Agarose ist ein lineares Polymer mit einem Disaddhaus D-Galaktose und 3,6-anhydro-
L-Galaktose als Grundstruktur. Im elektrischen Reshdert Doppelstrang-DNA mit einer
von der Basenanzahl abhéngigen Geschwindigkeirade.

Zur qualitativen DNA-Analyse wurden 2%ige Gele degigt, zur Dokumentation einer
Restriktionsverdauung 1%ige. Dazu wurde die enténede Agarosemenge je nach
GelgréfRe in 1XTAE-Puffer gegeben und bis zum vétidigen Losen in der Mikrowelle
erhitzt. Nach Abkuhlen auf ca. 60°C wurde Ethidiwarbid (Endkonzentration 0u8/ml)
dazu gegeben: Der Farbstoff interkaliert in doppétgyige Nukleinsauren und macht diese
unter UV-Licht sichtbar.

Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer (mit Xylencydnversetzt. Als Grol3enmarker
diente eine 100bp-DNA-Leiter, der DNA-Ladepufferit{dylencyanol und Bromphenol)
zugefugt wurde.

Die Gellaufe im Laufpuffer 1IXTAE wurden bei 90V f@0 Minuten durchgefiihrt. Die
Dokumentation erfolgte mit einer CCD-Kamera nachefgung durch UV-Licht.

2.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung vakiéihsauren

Bei der Photometrie wird monochromatisches Lichicbweine Kivette definierter Dicke
gelenkt und dabei die Absorption des Lichtes anhader durchgelassenen
Strahlungsenergie gemessen.

Kilvette mit
Testlésung

Lichtquelle Eingestrahlte
Strahlungsenergig | Durchgelassene

\ ) Strahlungsenergie |

Kivettendicke d

Abbildung 2: Schema der photometrischen Konzentratinsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der Testlésung bettabei auf folgenden Grundlagen:

Die Intensitat | nimmt logarhythmisch mit der Kitegtdicke d und dem Extinktionsmodul
kab (I = b- €9 Lambertsches Gesetz). Das Extinktionsmodul kpeietst dem Produkt
aus der Konzentration ¢ der Losung in der Kivetied udem stoffabhéngigen
Extinktionskoeffizientere (k = ¢ - ¢, Beersches Gesetz). Daraus ergibt sich das Liadmbe

Beersche Gesetz: Iglll=¢ - ¢c- d. Vereinfacht wird das Gesetz durch den Zusamaranh
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Extinktion E = Ig b/l, so dass es sich auch durch Ee= ¢ - d ausdriicken lasst. Die
Konzentration einer Losung entspricht folglich & #¢ - d.

Die Nukleinsdurebestimmung erfolgte Uber die Megsder Extinktion bei 260nm. Um
die optische Dichte der Nukleinsdureldsung zu nressairde zuvor als Nullwert die
Extinktion des Verdinnungsmediums (destilliertes s¥éa oder 10mM Tris, pH8)
bestimmt. Zur Berechnung der Konzentration der HBusureldsung wurde die
gemessene optische Dichte multipliziert mit dem dé@nungsfaktor der Lésung sowie
einem Multiplikationsfaktor, der fur doppelstrangidNA 50, fur RNA 40 und far
einzelstrangige Oligonukleotide 20 betragt.

Proteine absorbieren monochromatisches Licht b@&n28 Daher lasst sich durch das
Verhaltnis OBgp/OD2go der Reinheitsgrad einer Nukleinsaureldsung abzehat

2.4.3 RNase-Kontaminationstest

Um zu Uberprifen, ob Losungen mit RNase kontantirserd, wurde ein MS2-Test
durchgefuhrt. Dazu wurde MS2-RNA (definierte RNAsd@hagen MS2 mit einem
Molekulargewicht >2kb) zur Testlosung pipettierbf@t nach RNA-Zugabe wurde ein
Aliquot entnommen, in ein Eppendorfgefal? mit voegeém RNA-Probenpuffer tberfihrt
und in flussigem Stickstoff gelagert. Die Ubrigesii@ésung mit zugegebener MS2-RNA
wurde bei 37°C inkubiert. Zu drei weiteren Zeitpterkwurde jeweils ein weiteres Aliquot

davon entnommen und damit ebenso verfahren widenit ersten.

Protokoll fir den DNase-Kontaminationstest
o Invier Eppendorfgefalien jeweilglIRNA-Probenpuffer vorlegen
o0 In einem weiteren Eppendorfgefaffl Festldsung mit 10l Wasser versetzen

0 Reaktion starten durch Zugabe vad #1S2-Lésung zur verdiinnten Testlésung, durch pigren
mixen

o Sofort ein Aliquot von gl entnehmen, in Eppendorfgefal? mitl ®robenpuffer tberfiihren, mixe
und in flissigem Stickstoff lagern

=)

0 weitere Aliquots von dl nach 5, 15 und 40 Minuten entnehmen

Anschlie3end erfolgte die Auftrennung auf einemyRolylamidgel (siehe 2.4.1.1): Falls
die Testlosung mit RNase kontaminiert ware, wine ®egradierung der Phagen-RNA

in Form niedermolekularer Banden erkennbar sein.

2.4.4 Zellkultur

Die Zellkultur-Arbeiten mit verschiedenen humaneglillihien wurden unter einer Steril-

Werkbank ausgefiihrt. Ein Medienwechsel erfolgte @liTage, gesplittet und umgesetzt
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wurden die Zellen abhangig von ihrer VerdopplundszeDazu wurden die
Adhasionszellen durch eine maximal funfminutigeulb&tion bei 37°C mit Trypsin vom
Boden der Kulturflasche gel6st, pelletiert und inrgewarmtem frischem Medium
resuspendiert. Suspensionszellen wurden grundliclkeiner Pipette durchmischt, ein Teil
der Zellsuspension verworfen oder in eine neuechdiberfihrt und das enthommene
Volumen mit frischem Medium aufgefiillt. Die Kulteung der Zellen erfolgte im
Brutschrank bei 37°C und 5% GO

2.4.4.1 MDA-MB-231

MDA-MB-231 ist eine adhdrente Mammakarzinom-Zei#irfAdenokarzinom), die keine
Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren exprimieg. Médium wurde 90% DMEM/F12
(+100U/100ml Penicillin und Streptomycin) mit 10%$% benutzt.

2442 MCF-7

Es handelt sich bei MCF-7 um eine Adhasionszedl|idie 1970 aus einem metastasierten
Adenokarzinom der Mamma gewonnen wurde. Die Ze#lethalten Ostrogenrezeptoren
und haben eine Verdopplungszeit von ca. 50 Stundé&nMedium wurde verwendet:
RPMI 1640 mit 10% FKS, 1% nicht essentielle Améa®n, 1mM Natriumpyruvat und

10 ug/ml bovines Insulin.

24.4.3 HELA

Die Adhéasionszelllinie HELA wurde 1951 aus einemn@earzinom etabliert, dabei
handelte es sich um ein Adenokarzinom. Die Verdapgdzeit betragt etwa 48 Stunden.
Das geeignete Medium besteht aus 90% DMEM/F12 0f&6 EKS.

2444 HEC-1A

Die Adhé&sionszelllinie leitet sich von einem Enddmuenkarzinom des Uterus ab. Bei
diesem Adenokarzinom sind keine Hormonrezeptorehwaisbar. Als Medium wurde fir
diese Zelllinie 90% McCoy’'s 5a mit 10% FKS gebrauch

2445 LNCAP

LNCAP ist eine Prostatakarzinom-Zelllinie, die aiser Lymphknotenmetastase etabliert
wurde. Die Verdopplungszeit dieser fibroblastoidggilen betragt 60 Stunden, Medium
fur diese Adhasions-Zelllinie ist 90% RPMI 1640 m@% FKS.
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2.4.4.6 ECV-304

Es handelt sich bei dieser Adhasionszelllinie umlgriothelkarzinom der Harnblase. ECV-
Zellen sind bekannt fur ihr hohes Proliferationgpaial und verdoppeln sich in etwa 2
Tagen. Als Medium wurde 90% Medium 199 und 10% RMe€Bvendet.

24.4.7 HEP-G2

Hierbei handelt es sich um eine Adhé&sionszelllidie, aus dem Tumorzellgewebe eines
Mannes mit hepatozellularem Karzinom stammt. AlsdMm bewéhrte sich bei dieser
Zelllinie 89% DMEM/F12 mit 10% FKS und 1% nicht essiellen Aminosauren, die
Verdopplungszeit betragt 50-60 Stunden.

2.4.4.8 JURKAT

JURKAT ist eine Suspensionszelllinie. Urspringligbrde sie aus dem peripheren Blut
eines mannlichen Patienten mit T-Zell-Leukdamie {aekdymphatische Leukamie)
gewonnen. Die Verdopplungszeit betragt ungefah6®Mden. Dem verwendete Medium
RPMI 1640 wurden 10% FKS, 1% nicht essentielle Asgduren und 1 mM

Natriumpyruvat zugesetzt.

2449 BJAB

BJAB ist ebenfalls eine Suspensionszelllinie. Sirde aus dem peripheren Blut einer
weiblichen Patientin mit Burkitt-Lymphom etablieund verdoppelt sich in etwa 30
Stunden. Das verwendete Medium war RPMI 1640 mi% 1BKS und 1% nicht

essentiellen Aminosauren.

2.4.4.10 Fibroblasten

Die Fibroblasten-Primérzellen wurden aus der Hal@ eines Mannes, der weder an
einem Karzinom erkrankt ist noch unter Diabetedlitneloder Adipositas leidet, etabliert.
Sie wachsen adhérent und bendétigen folgendes Med0ft RPMI 1640 mit 20% FKS.
Dem Medium wurden 100U/100ml Penicillin und Strepyoin zugesetzt. Die
Verdopplungszeit betragt etwa 72 Stunden.

2.45 RNA-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Die Isolierung von zellularer RNA erfolgte mit deRNeasy MIDI-Kit von Qiagen. Bei
diesem Kit werden Spin-Saulen mit Silika-Membranesrwendet, an denen RNA-

Molektle ab einer Lange von ca. 200 Basenpaareoriaidsen.
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Die adhéarenten Zellen wurden mit sterilem PBS geh@s, trypsiniert, resuspendiert und
gezahlt, danach wurden etwa’ ellen pelletiert und mit dem Lysispuffer RLT vetst.
Dieser enthélt Guanidiniumthiocyanat und wirkt denarend, so dass auch RNasen
inaktiviert werden. Nach einer Homogenisierung dumgrindliches Mischen wurde
Ethanol zugefligt, um die Bindungsbedingungen deARN die Membran der Saule zu
optimieren.

AnschlieRend konnte die Probe auf die S&ule gegebemlen, beim Zentrifugieren
adsorbiert die RNA. Alle Zentrifugationsschrittdadgten bei Raumtemperatur. Die Saule
wurde einmal mit dem Waschpuffer RW1 (der ebenf@lisanidiniumthiocyanat enthalt,
die genauen Zusammensetzungen der Puffer werden Hersteller nicht angegeben)
gewaschen. Danach erfolgt auf der Saule eine DNAlMeing mit DNase | aus dem
RNase-Free DNase Set von Qiagen. Zur Inaktivierdag DNase wurde ein weiterer
Inkubations- und Waschschritt mit RW1-Puffer angésssen. Im Anschluss wurde die
Saule zweimal mit RPE-Puffer gewaschen, der vietuMen Ethanol enthalt. Dann
erfolgte die Elution mit dreimal 1p0RNase-freiem Wasser.

Protokoll der RNA-Isolierung mit dem RNeasy® MIDI-Kit:

0 Zellen waschen, pelletieren, mit Medium resuspeedie zahlen (Kapazitat einer MIDI-Saule:
5x10P-3x10 Zellen)

o0 10’ Zellen pelletieren und mit 2ml RLT-Lysispuffer tspendierer> griindlich vortexen

o 2ml 70%Ethanol dazugebeh vortexen, auf die Sdule geben, zentrifugierenn740i00xg

0 2ml RW1-Puffer auf die Sédule geben5min 4000xg

0 20ul DNase | Lésung mit 140 Puffer RDD mischen und auf die S&ule pipettie2ril5min bei
Raumtemperatur inkubieren

o0 2ml RW1-Puffer auf die Saule geben5min inkubieren, dann 5min 4000xg

0 2,5ml RPE-Puffer auf die Saut2 2min 4000xg

0 2,5ml RPE auf die Saule geb€n5min 4000xg

0 Saule auf ein neues Falkonrdhrchen stellen,ullB@Nase-freies Wasser direkt auf die Silica-

Membran pipettierer> 1min bei Raumtemperatur inkubieren, zur ElutiorirbA000xg

0 Elution mit 2x10@ Wasser wiederholen

Das Eluat wurde im Lyophilisator eingeengt und auf Volumen von 108 gebracht.

Anschlie3end erfolgte im Photometer die Konzerdretbestimmung und Beurteilung der
Reinheit anhand des Spektrums der Extinktionen 2@nm bis 300nm sowie der Ratio
260nm/280nm. Im Falle einer Verunreinigung des 8peks durch Salze erfolgte eine
Aufreinigung der isolierten RNA mit einer MikrospG-25 Saule der Firma Amersham

Biosciences.
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Protokoll fir die RNA-Aufreinigung mit Mikrospin™G- 25 Saulen

0 Saule vortexen, dann den Deckel liften und den cWduss der Saulenunterseite entfernen ->
zentrifugieren: 2min 735xg, Eluat verwerfen

0 10Qul RNA-L8sung auf die Saule gebern 2min bei 735xg zentrifugieren

0 eluierte gereinigte RNA-LAsung in ein sauberes Bpefgefal’ tberfiihren

Mit der gereinigten RNA-LOsung erfolgte eine ermeu€onzentrationsbestimmung im
Photometer, aul3erdem wurde die Qualitat der isehieRNA mit einem Polyacrylamid-

Gel untersucht.

2.4.6 RNA-Isolierung aus Leukozyten

Zur Isolierung von RNA aus kernhaltigen Blutzellenrde das QlAanip RNA Blood
Mini Kit der Firma Qiagen verwendet, das die Pragan von RNA aus bis zu 1,5 ml
frischem Vollblut erlaubt. Das Blut gesunder Erwsater enthélt als Referenzwert 3800-
10500 Leukozyten pral.

In diesem Protokoll werden ebenso wie bei dem RyfeBiDI Kit (siehe 2.2.5) Saulen
mit Silika-Membranen verwendet. Auch einzelne Puffes QlAamfi RNA Blood Mini
Kit entsprechen denen des RNéasIDI Kits.

Zur Isolierung wurde zunachst vendses Blut in elBBITA-Monovette entnommen und
jeweils 1,5 ml Blut mit Erythrozyten-Lysispuffer ngetzt. Erythrozyten enthalten keine
Nukleinsduren und sind zudem in deutlich groRerezahl (etwa Faktor 1000) als
Leukozyten im Blut enthalten, so dass die RNA-Ewinhg ohne Erythrozyten vereinfacht
wird. Der Erythrozyten-Lysispuffer ist hypoton, darythozyten im Gegensatz zu
Leukozyten in diesem Milieu lysieren.

Nach der Erythrozytenlyse wurde die Losung zergidt, so dass ein Pellet aus
Leukozyten entstand. Nach einem weiteren Durchreisamit Erythrozyten-Lysispuffer
und erneuter Zentrifugation wurde das ZellpeltetRLT-Lysispuffer resuspendiert und
auf eine Spin-Saule geladen. Im Anschluss an dmdrifiggation wurde dann das Lysat
aufgehoben und mit Ethanol gemischt, wahrend dieleS&erworfen wurde. Das
Ethanol/Leukozyten-RNA-Gemisch wurde auf eine n&aeile gegeben und nach drei

Waschschritten mit RNase-freiem Wasser eluiert.
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Protokoll des Qiamp RNA Blood Mini Kits:
o 1,5ml Vollblut mit 7,5ml Puffer EL (Erythrozyten-lsispuffer) versetze® griindlich vortexen
0 15min auf Eis inkubieren, wahrend der Inkubationm@x vortexen
0 10min bei 400xg und 4°C pelletieren
0

Uberstand verwerfen, Pellet in 3ml EL-Puffer resuspieren, gut vortexe® pelletieren: 10min
400xg, 4°C

Uberstand gut absaugen

o 600u RPE-Puffer mit @l B-Mercaptoethanol versetzen und darin das Zellpefistispendierer»
Saule mit Zelllysat beladen, 2min bei maximaler ¢begndigkeit zentrifugieren

o

0 Saule verwerfen, das Lysat aufheben und miti6@0% Ethanol mischen

o Die Halfte der Mischung auf eine neue Saule geMaximalvolumen der Séule betragt 100 15
Sekunden mit >10000rpm zentrifugieren

o die Saule mit der anderen Halfte der Ethanol-ZsdityMischung beladen und ebenso
zentrifugieren

0 Waschen der Saule mit 70(RW1-Puffer-> 15 sec 10000rpm
0 50Qul RPE-Puffer auf die Saule pipettieren15 sec >10000 rpm

o erneut 500l RPE-Puffer auf die Saule gebe®» 3min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugieren

0 Elution: 5QU RNase-freies Wasser auf die Sdule geb2nlmin Inkubation, danach 1min
>10000rpm

0 Elution mit 3Qul Wasser wiederholen

Nach der Elution wurden die Proben mit destillierté/asser auf ein Volumen von 100
gebracht und mit Microspin™G-25 Saulen (siehe 2.4ufgereinigt. Die anschliel3ende
Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch.

Da auf der Saule keine DNase-Verdauung durchgefitbrtle, erfolgte diese nach der
Konzentrationsbestimmung mit dem DN#eel] Kit der Firma Ambion. Bei diesem
System wird die DNase durch einen Inaktivator entfeso dass weder eine Erhitzung oder
EDTA-Zugabe noch eine Phenol-Chloroform-Extraktmmm Enzymentfernung nétig sind.
Das DNase-Inaktivierungs-Reagenz besteht aus éaséflissigen Suspension, die vor

Gebrauch zunéchst durch vortexen aufgeschwemmieweniss.

Protokoll zur DNase-Verdauung mit dem DNAfreed Kit (Ambion):
0 10ug DNA-kontaminierte RNA-LOsung mit Wasser aufdiiringen
0 5ul 10xPuffer und Ll DNase | (2U) zufiger> Inkubation: 30min bei 37°C

0 Zur Entfernung der DNase das Inaktivierungsreaggiimdlich vortexen unds (=0,1 Volumen)
zum Verdauungsansatz zufigeninkubation bei Raumtemperatur fir 2min

0 Inaktivierungsreagenz durch Zentrifugation pelietie 2min bei 10000xg
o Den Uberstand, der die RNA enthlt, in ein neugseBdorfgefal tberfiihren
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2.4.7 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus der isolierten total-RNA ke mit dem Superscript lI-Reverse
Transkriptase-Set von Invitrogen. Dabei wird eis#é@ingige RNA durch eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase in cDNA umgeschrieben. Basym stammt urspringlich
aus dem Moloney murine leukemia virus und wurdevett modifiziert, dass es keine
RNase H-Aktivitat besitzt.

Im verwendeten Protokoll wurden randomisierte Hes@aRrimer (random hexamers)
genutzt. Bei zellularer RNA wurden 1@ pro Ansatz einer Reversen Transkription
eingesetzt, bei extrazellularer RNA die Halfte &#sates einer RNeasy-Saule (entspricht
RNA aus 50Q1 Serum). Bei extrazellularer RNA erfolgte zuséatalieine Zugabe des
RNase-Inhibitors RNaseOUT.

Das RNA-Primer-Gemisch wurde erst bei 94°C inkubiem die Sekundarstrukturen der
RNA aufzuspalten, dann bei 52°C. Im Anschluss ward&TPs, 5x-Puffer und DTT
zugegeben und auf 42°C abgekuhlt. Bei dieser Temyererfolgte die Zugabe des
Enzyms Reverse Transkriptase. Nach einem Inkulsgabmitt bei 25°C zum
Hybridisieren der Hexamer Primer folgte die ReverB@anskription bei 42°C. Im

Anschluss an die cDNA-Synthese wurde das Enzymhdarhitzen auf 70°C inaktiviert.

Protokoll der Reversen Transkription

RNA-Probe mit 1l random Primer (c=100ngl) und Wasser (bei extrazelluldarer RNA zuséatzligd [
RNaseOUT) auf 18 bringen

0 4min 92°C
0 10min 52°C

Zugabe von il dNTP, 4ul 5x-RT-Puffer und gl DTT
0 2min 42°C

Zugabe von jil Superscript-Il Reverse Transkriptase
0 10min 25°C
0 50min 42°C
0 15min 70°C

Zusatzlich wurde zu jeder RNA-Probe eine non-RT-HKafe mitgefihrt, bei der alle
Schritte gleich durchgefuhrt wurden aul3er der Ermygabe: Hier wurde statt des Enzyms

Wasser verwendet.
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2.4.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der selektiven Vervielfaltigung voNB-Sequenzen. Bestimmt wird diese
Sequenz durch zwei spezifische Oligonukleotide, gisveils an einem Strang

komplementar binden. Die verwendeten Oligonuklentidn Hoj-1 und Ki.67 wurden mit

dem Programm Primer Express, Version 2.0 (Applisgtems) entworfen.

Verwendete Oligonukleotide (=Primer):
1) Hoj-1
Forward Primer Hoj-fwd: 5-GTG CTG TCC TTC CTC AAECT ACC T-3°
Reverse Primer Hoj-rev: 5'-GCA GGA ACA CGG AGT G@EWA-3°
Forward Primer ho2f: 5-CAT TCT CAC TGG CTC GGA GATC-3’
Reverse Primer ho2r: 5'-CAC TCA AGG TCC CTG AGA GTB=3’
Forward Primer ho3f: 5-TCT CCA CTC CGT GTT CCT @C-
Reverse Primer ho4r: 5'-CGG CCC AGT TCG TCG TAG'A-3
2) GAPDH Primer-Mix aus dem GAPDH Control Kit vomBgentec, Sequenzen werden nicht angegehen
3) Rad51
Forward Primer: 5"-ATG CGC CAA AGA AGG AGC TA-3
Reverse Primer: 5-CTC ACC TCG ACC CGA GTAGTC TG-3
4) Ki-67
Forward Primer: 5"-CGG ACT TTG GGT GCG ACT T-3°
Reverse Primer: 5-GTC GAC CCC GCT CCT TTT-3’

Zur Amplifikation wurde der DNA-Doppelstrang durdfrhitzen auf 94°C denaturiert,

anschlie3end wurde die Temperatur zur Hybridisigrder Primer an die Einzelstrange auf
60°C gesenkt. Als dritter Schritt erfolgte bei 72&0sgehend von den Primern eine
Zweitstrang-Synthese durch die thermophile Tag+#Rehase. In den folgenden Zyklen
dienten jeweils die vorhandenen DNA-Strange alsrizia flr eine neue Synthese.

Zur Amplifikation von zellularer cDNA wurde das Riukt der Reversen Transkription aus
120ng total-RNA eingesetzt. Dieses entsprach 1£0RIT-Ansatzes mit einem Volumen

von 2ul.
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Protokoll fur die PCR mit der Taq Polymerase von Ne/ England BiolLabs:

2ul des cDNA-Ansatzes aus der reversen Transkriptiemtspricht cDNA aus 120ng total-RNA) im
Reaktionsgefall vorlegen undid®lastermix zufiigen, der pro Ansatz folgende Kongtten enthalt:

o 36,6 Wasser

0 5 ul 10x-Puffer (enthélt als 1x Puffer 20mM KCI, 10mWWH,),S0O,, 20mM Tris-HCI, 2mM
MgSQ,, 0,1% Triton X-100, pH 8,8 bei 25°C)

1ul dNTP-Mix (10mM)
2,5ul Forward Primer (bM)
2,5ul Reverse Primer (8V)
o 0,4u Taq Polymerase (5ul)

Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Protokoll

O O O

1) 2 Minuten 94°C (initiale Denaturierung)
2) 15 Sekunden 94°C (Denaturierung der Doppelsting
3) 45 Sekunden 60°C (Annealing der Primer an komplgaren Einzelstrang)
4) 60 Sekunden 72°C (Elongation der Primer)
5) 7 Minuten 72°C (letzte Elongation)
6) 4°C (Herunterkihlen)
die Schritte 2-4 wurden 34x wiederholt, so das35zyklen amplifiziert wurde.

Um Kontaminationen des cDNA-Ansatzes oder der Resga mit genomischer DNA zu
erkennen, wurde zusatzlich zu jedem Ansatz eineRb#ontrolle sowie eine non-
template-Kontrolle, die Wasser statt cDNA enthailtgefuhrt.

Die Auswertung der PCR erfolgte mit einem 2%igemardgegel (siehe 2.4.1.2),
aufgetragen wurden jeweils diceines PCR-Ansatzes. Bei erfolgreicher Amplifikatiwar
eine Bande in der Laufhdhe sichtbar, die im Vedjlezur DNA-Leiter der Basenanzahl
der gewuinschten DNA-Sequenz entspricht.

2.4.9 lIsolierung von RNA aus Serum

Die gefrorenen Serumproben wurden zigig bei 30°C \Wasserbad aufgetaut,
anschlie3end je 1 ml Serum mit 1 ml Lysispufferse¢zt.

Zusammensetzung des Lysispuffers:
0 250g Guanidiniumthiocyanat [5,64M]
0 157 ml Wasser
0 5,35 ml Sarcosyl [35%)]
o 18,75 ml NaOAc [1M, pH 6,5]

Nach Zugabe von 2 ml 70%igem Ethanol und grindhthértexen konnten die Proben
auf RNeasy MIDI-Saulen geladen und anschlieRend nach dem @M®rotokoll (siehe
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2.4.5) aufgereinigt werden. Die Eluate wurden als@bnd lyophilisiert, auf ein Volumen

von 1Qul gebracht und bis zur weiteren Verwendung bei €3@8rwabhrt.

2.4.10 Klonierung von Standards fir die guantifACR

Um eine bestimmte DNA-Sequenz in groRerer MengeVamvendung als Standard zu
erhalten, kann sie in einen Vektor einkloniert vesrd Dieser wird in Bakterien
transformiert, und die Bakterien in Kultur vermehgo dass eine Vervielfaltigung
stattfindet. Dazu wurde zunachst die ausgewéahltpu&e in einer PCR aus zellularer

Gesamt-cDNA amplifiziert und auf ein Agarosegelgatfagen.

2.4.10.1 Gelelution von PCR-Produkten

Die Gelelution der spezifischen Sequenz aus demo&ggel erfolgte mit dem ,Wizafd
Plus SV Gel and PCR Cleaning System“ von der Fipmmanega. Dabei handelt es sich um
Silikamembran-Saulen, mit denen sich DNA-Fragmewéschen 100bp und 10kb aus
Agarosegelen extrahieren und aufreinigen lassen.

Die Bande der zu klonierenden Sequenz wurde nachEltrophorese aus dem Gel
ausgeschnitten und in einer Membran-Bindungs-LOosaugeldst. Im Anschluss wurde
die Losung auf die Spin-Saule gegeben, zentrifugied mit Waschpuffer gewaschen. Die

Elution erfolgte mit Wasser.

Protokoll der Gelelution mit dem ,Wizard ® Plus SV Gel and PCR Cleaning System* von Promega:
0 Bande aus dem Agarosegel ausschneiden, in ein Bpggafal? geben und wiegen

0 Zufugen von 10l Membran-Binding-Solution (enthalt 4,5M Guanidimisothiocyanat und 0,5M
Kaliumacetat ) pro 10mg Gel

o Im Thermomixer 10 Minuten bei 55°C schiitteln, urs @Gl aufzuldésen

0o Probe 1min bei 5000rpm zentrifugieren, Uberstand die Saule laden-> 1min bei
Raumtemperatur inkubieren, dann 1min bei 16000xgrifegieren

0 700u Membran Wash Solution (enthalt 10mM Kaliumacefe&d, WM EDTA und 80% Ethanol
auf die Saule gebetr 1min bei 16000xg zentrifugieren

0 500u Membran Wash Solution auf die S&ule geBelmmin bei 16000xg zentrifugieren

0 Zur Elution 5@l nukleasefreies Wasser auf die Saule geb®Enlmin bei Raumtemperaty
inkubieren, 1min bei 16000xg zentrifugieren

=

2.4.10.2 Zufiigen von Adenin-Uberhangen an das P@Brrent

Die Transformierung erfolgte mit dem TOPO TA ClagfirKit von Invitrogen. Dabei wird
das PCR-Fragment in den p€R1-TOPQ Plasmid Vektor integriert und anschlieBend in
chemisch kompetente E. coli-Zellen transformiert.
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Der Plasmidvektor weist am 3"-Ende einen Thymidbethang auf. Damit die PCR-
Fragmente in den Vektor integriert werden konntearde an den 3-Enden jeweils ein

Adenin-Uberhang angefiigt.

Protokoll zum Anhé@ngen von Adeninresten
0 30ul PCR-Fragment aus der Gelelution
4ul 10x PCR-Puffer
1ul dATP (10mM)
0,5ul Tag Polymerase
4,51l Wasser -> 50min bei 72°C inkubieren

O O o o

2.4.10.3 Ligation der PCR-Produkte in den pCR2.RT0Xlonierungsvektor

Der Plasmidvektor wurde in diesem Kit durch die digpmerase | geschnitten und liegt
somit linearisiert vor. Das Enzym ist an den lingarten Vektor gebunden und blockiert
die beiden DNA-Enden, um eine Selbstligation zuhietern. Durch das Einfligen des
PCR-Produktes wird die Topoisomerase 1 abgespalteh stellt dabei durch die

Aufspaltung eines Phosphodiesters die Energidi@iLigation bereit.

Protokoll fir die Ligation :
0 2ul PCR-Produkt mit A-Uberhangen
0 2ul Wasser
0 1yl verdinnte Salzlésung
0

1ul pCR2.1-TOPO Klonierungsvektor -> 30min bei Raumperatur inkubieren

2.4.10.4 Chemische Transformation

Die Einschleusung der Plasmide kb coli-Bakterien erfolgte durch eine chemische
Transformation. Dazu wurde der Ligationsansatz afiemisch kompetentei. coli-
Bakterien auf Eis inkubiert, bevor die Plasmidectiueinen Hitzeschock in die Zellen
eingeschleust wurden. Im Anschluss wurde SOC-Meddanugegeben und bei 37°C
inkubiert. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle @inem zweiten Reaktionsansatz ein
bereits prapariertes zirkulares Plasmid in Baktetiansformiert. Als Negativkontrolle

dientenE. coli-Bakterien ohne Plasmid.
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Protokoll fir die chemische Transformation:
o0 In ein Eppendorfgefald mbchemisch kompetente. coli geben

0 2ul des Ligationsansatzes dazu pipettieren (bzw.zirkulares Plasmid als Positivkontrolley
30min Inkubation auf Eis

o fur den Hitzeschock 45 Sekunden bei 42°C, danadh aof Eis stellen
0 500ul SOC-Medium dazugebet 1h bei 37°C im Thermomixer schiitteln

Danach wurden die Bakterien auf vorgewarmten Agdtigrh mit Ampicillin als selektives
Medium ausplattiert. Der pCR2.1-TOPO Vektor enttgitt Ampicillinresistenzgen, so
dass nur Klone, die das Plasmid enthalten, wadksenten.

GieRRen von Agarplatten (AMP 100 Agar)
0 69 Agar, 5g Casein, 5g NaCl und 2,59 HefeextrakMdasser auf 500ml bringen
0 pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellet Losung autoklavieren

0 Abkihlen lassen auf 50°C, dann 50mg Ampicillin (6i§/ml) zufligen > Agarlésung in
Petrischalen gieRen

Die auf Agarplatten ausplattiert&n coli-Bakterien wurden tUber Nacht im Brutschrank bei
37°C kultiviert.

2.4.10.5 Selektionierung von Klonen

Nach der Kultivierung auf Agarplatten wurden diekBaienkolonien begutachtet. Um
einzelne Klone zu selektionieren, wurde jeweilseelinzelkolonie mit einem sterilen
Zahnstocher gepickt und in ein verschlie3bares ét@m mit 4ml LB-Medium tberfuhrt.
Das Medium war zuvor mit 4@ Ampicillin (=100Qug/ml) als Selektionsantibiotikum
beimpft worden. Die Kultivierung der Schiittelkukar erfolgte Gber Nacht bei 37°C und

200rpm im Thermoshaker.

2.4.10.6 Plasmid-Mini-Préaparation

Von den angewachsenen Schuttelkulturen wurden hgh&8lycerinkulturen angelegt:
500ul Zellsuspension wurden in ein Eppendorfgefad et und mit 500l
autoklaviertem Glycerin grtndlich durchmischt, ilissigem Stickstoff schockgefroren
und danach bei —80° gelagert.

Die restlichenE .coli-Zellen wurden zur Praparation zunéchst pelletisrtl in TELT
Puffer resuspendiert, der eine Lyse der Zellmenmdrdomewirkt. Dabei fand gleichzeitig
eine RNase-Verdauung statt. Nach Zugabe von Phendl Chloroform kam es zur

Phasentrennung. Die obere wassrige Phase entlaiedi die DNA, darunter war eine
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deutliche Protein-Interphase sichtbar. Die Oberphagrde abgehoben und mit Ethanol
gefallt, das Pellet anschlie3end in TE-Puffer rpsodiert.

Protokoll der Jeff Lawrence TELT Praparation
0 Zellsuspension 10min bei 4000xg und 4°C pelletieren
o Uberstand absaugen, Zellpellet in LDUELT Puffer + 21l RNase A resuspendieren

0 100 pl eines Gemisches aus Phenol / Chloroform / Isoafibhol (25:24:1) zufigen> 15
Sekunden gut vortexen, dann 1min bei Raumtempezatirifugieren

obere Phase in ein Eppendorfgefal? Uberfihren
200ul 95% Ethanol zugeben und gut misch2rbmin bei 15000rpm und 4°C zentrifugieren
Uberstand absaugen, Pellet vorsichtig mit 70% Ethaberschichten, kurz zentrifugieren

Uberstand absaugen, Pellet trocknen

O O O o o

Pellet in 2@l TE-Puffer resuspendieren

2.4.10.7 Restriktionsverdauung riitoRlI

Die Restriktionsverdauung beruht auf der Eigensolai Restriktionsendonukleasen, eine
jeweils enzymspezifische DNA-Sequenz zu erkennehzunspalten.

Der in dieser Arbeit verwendete Vektor pCR2.1-TOB@halt zwei Schnittstellen fir
EcoRl, die jeweils zu beiden Seiten des einklonieR&R-Produktes liegen. Dadurch war
es mdoglich, durch ein€&coRI-Verdauung das Plasmid zu schneiden und auf einem
Agarosegel (siehe 2.4.1.2) zu uberprifen, ob dasigechte Insert vorhanden ist und ob
die Grof3e mit der eingefligten DNA-Sequenz Uberiemst.

Protokoll fur die Restriktionsverdauung mit EcoRl

0 1ug Plasmid-DNA mit Wasser auf ein Volumen vad Bringen
mit 1ul 10xPuffer und ful EcoRI versetzen
mindestens 2h bei 37°C inkubieren

anschlieBend|? DNA-Probenpuffer zugeben und auf ein 1%iges Agagel auftragen

O O o o

neben der geschnittenen Probe als Kontrojllg tinverdaute Plasmid-DNA auf dem Gel laufen
lassen

2.4.10.8 Sequenzierung

Zeigt sich auf dem Kontrollgel nach der Restrikiverdauung, dass aus dem Plasmid ein
Insert der erwarteten Grol3e herausgeschnitten wumdess anschlieRend die Sequenz
Uberprift werden. Das kann mittels einer erneuteR it dem Plasmid und den Primern

der einklonierten DNA-Sequenz geschehen, alterkaiim es sequenziert werden.
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Die Sequenzierung beruht darauf, dass die DNA deest wird, Primer hybridisieren und
dann mit einer Polymerase eine Verlangerung erfdgsatzlich zu den erforderlichen 2°-
Desoxynukleotiden wird in jedem von insgesamt Reaktionsansatzen eine andere Base
als 2°,3"-Didesoxynukleotid zugefugt. Wird dieststtseinem dNTP eingebaut, kommt es
zum Strangabbruch. Da die Didesoxynukleotide mih d&esoxynukleotiden um die
Bindungsstelle konkurrieren, entstehen nach denalBpfinzip verschieden lange DNA-
Strange. Anschlie3end erfolgt eine Auftrennung dier Reaktionsansatze auf einem
Acrylamidgel. Sind die 2",3"-Didesoxynukleotide i@aktiv markiert, lasst sich anhand der
Lange der Fragmente bestimmen, an welchen Pogitigeweils die als verandertes
Nukleotid zugegebene Base steht.

Als Primer fur die Sequenzierung wurde der M13 Rese oder Forward-Primer
verwendet. Mit der Sequenz dieser Primer wird inR@A-TOPO Vektor die einklonierte
DNA-Sequenz eingeschlossen. In der vorliegendereiffburden alle Sequenzierungen

von der Firma Sequence Laboratories durchgefihrt.

2.4.10.9 Plasmid-Maxi-Praparation mit dem NucleaboAX-Kit von Macherey-Nagel

Bestétigte auch die Sequenzierung das Vorhandemggigewinschten DNA-Sequenz,
wurde eine groRere Plasmidmenge flur die Standastditleng préapariert. Dazu wurde aus
der Glycerinkultur des entsprechenden Klons errené Schuttelkultur mit 4ml LB-
Medium sowie Ampicillin angelegt und etwa 8h bePG7und 200rpm im Thermoshaker
kultiviert. Nach der Tribung des Mediums als Zeich@ér ein Anwachsen der Kultur
wurden damit 200ml vorgewéarmtes LB-Medium im Erl@ayerkolben beimpft und Uber
Nacht ebenfalls im Thermoshaker kultiviert.

Die Praparation der Plasmid-DNA erfolgte mit demchobond AX-Kit von Macherey-
Nagel. Die Isolierung basiert auf einer Anionenaustherchromatographie mit Silika-
Saulen, der Durchfluss erfolgt durch die Schwetkfdtikleinsduren binden dabei an das
positiv geladene Saulenmaterial.

Zunachst wurde die Bakteriensuspension pelleti2ais Pellet wurde im S1-Puffer, der
unter anderem RNase 1 enthalt, resuspendiert wsthiel3end mit dem SDS-haltigen S2-
Puffer versetzt. Dadurch erfolgt die Lyse der Bakte gleichzeitig denaturiert die DNA
durch den alkalischen pH-Wert. Nach der Neutrabsamit S3-Puffer hybridisieren die
Strange der Plasmid-DNA wieder, wahrend die chram@de DNA durch ihre Grole
einzelstrangig bleibt und im Kalium-SDS ausféllt.

Im néchsten Schritt wurden die Kalium-SDS-Flockdéfiliert, wahrenddessen erfolgte
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die Equilibrierung der Séule mit N2-Puffer. Dastfail wurde auf die Saule gegeben und
konnte nach drei Waschschritten mit N3-Puffer etuweerden. Die Elution erfolgte mit

Puffer N5. Da die Bindung der Plasmid-DNA an Anipaestauscher pH-abhéngig ist,
hatte der Elutionspuffer einen pH-Wert von 8,5, wefild die Waschschritte bei pH 6,3

erfolgten.

Protokoll zur Plasmid-Maxipréparation mit dem Nucleobond® AX Kit von Macherey-Nagel

0 Bakteriensuspension auf Zentrifugierréhrchen viteiund 10min bei 4°C und 4500rpm
pellettieren

Pellets in insgesamt 12ml S1-Puffer resuspendiengmpoolen
Mit 12 ml S2-Puffer versetze» 8x invertieren, 5min Inkubation bei Raumtemperatur

12 ml Puffer S3 zufiiget» 8x invertieren, 5min auf Eis

O O O o

Papierfilter mit destilliertem Wasser befeuchtanginen Trichter stellen und die Lésung auf den
Filter geben

Die AX500-Saule mit 6ml N2-Puffer equilibrieren
Filtrat auf die S&ule laden und durchfliel3en lassen
Saule mit 2x 16ml Puffer N3 waschen

Elution mit 15ml N5-Puffer

O O O o

Im Anschluss wurde das Eluat mit Isopropanol geféth die Salze des Elutionspuffers zu

entfernen und um das Volumen zu reduzieren.

Fallung von Plasmid-DNA mit Isopropanol
0 15ml Eluat mit 11ml Isopropanol versetzenlh bei 4°C und 15000rpm féllen

o Isopropanol abgieRen und das Zentrifugierréhrchegadreht abtropfen lassen, damit das Pe¢llet
nicht durch zurtckflieBende Isopropanolreste geldst

0 Pellet mit 1ml 70% Ethanol Gberschichten und kwatdfugieren
o0 Ethanol absaugen, Pellet bei Raumtemperatur troclassen

0 Getrocknetes Pellet in 2(0Wasser aufnehmen

Die Konzentration der gefallten Plasmid-DNA wurdefPhotometer bestimmit.

2.4.10.10 Linearisierung der Plasmid-DNA

Um die Hybridisierung der Primer bei der PCR zwbessern, wurde das zirkulare Plasmid
durch eine Restriktionsverdauung linearisiert. Dazumde ein Restriktionsenzym gewahlt,
dass nur eine Schnittstelle im pCR2.1 TOPO-Vekithd@t und nicht in der einklonierten
Sequenz schneidet. Bei den verwendeten DNA-Seqoekaente als Restriktionsenzym

fur die Linearisierungyel verwendet werden.
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Protokoll fur die Linearisierung mit Spel
0 50ug Plasmid-DNA mit Wasser auf ein Volumen von jiif8ringen
0 20ul 10x Puffer und i@l EnzymSpel (=70U) zufligen
0 Inkubation: 2h bei 37°C

Zur anschlieBenden Entfernung von Puffer und Enzym der Plasmid-DNA-L6sung
wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgetiiidie Grundlage ist dabei ein
Ausschutteln zwischen einer wassrigen und einemarosghen Phase, die auf dem
Nernst'schen Verteilungssatz beruht. Dabei wird Basym denaturiert und lagert sich
gemeinsam mit eventuell vorhandenen Kontaminationeler organischen Phase oder der

Interphase ab, wahrend die Nukleinséuren in desrigin Phase bleiben.

Protokoll fur die Phenol-Chloroform-Extraktion

o Plasmidlésung mit TE-Puffer auf etwa 10®ringen und mit einem Uberschuss basischem Phenol
versetzer> 10min im Multitube-Vortexer schitteln, 10min zefutgieren

o wassrigen Uberstand knapp abheben und in ein nEppendorfgefaR, in dem ein Uberschuss
Chloroform vorgelegt ist, Uberfuhre® grindlich vortexen, anschlieRend zentrifugieren

o den Uberstand (enthalt die Nukleinsauren) in eireseEppendorfgefal tiberfihren

0 Mit 100ul TE-Puffer nachwaschen: TE-Puffer in das Gefal? Riienol geben und vortexen /
zentrifugieren

0 Wassrige Oberphase in das GefaR mit dem Chlorofitwenfiihren, vortexen und zentrifugieren

o Uberstand ebenfalls in das Eppendorfgefal mit déddinsiauren geben

Nach der Phenol-Chloroform-Extraktion erfolgte eiBthanolfallung, um verbleibende
Phenolreste aus der L6sung zu entfernen. Dazu vdiedsdsung mit einem monovalenten
Salz, in diesem Falle Natriumacetat, sowie reinelkolol versetzt. Die Nukleinséduren
fielen darin aus und konnten pelletiert werden. ddbuanschlieBendes Waschen mit

70%igem Ethanol wurden Salz- und Alkoholreste entfe

Protokoll fur die Alkoholféllung

Nukleinsdurelosung mit Wasser auf @8@ringen und mit 20 3M Natriumacetat pH 5,0 (=1/20 Volumen
der Nukleinsdureltsung) zufligen

0 grundlich vortexen
mit 100Qul 100%igem Ethanol versetzen (=2,5 Volumen der Binsdurelésung)
mehrmals invertieren, dann Fallung bei —20°C fimdestens 2h

5min Raumtemperatur, mehrfach invertieren, Zerggfion: 2h bei 4°C mit 14000rpm

O O O o

Ethanoliiberstand mit Vakuumpumpe absaugen, Pelte20ful 70% Ethanol Gberschichten und
zentrifugieren

o Uberstand absaugen, Pellet trocknen lassen ur@ldri/Basser aufnehmen
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2.4.10.11 Herstellung der Standardreihe

FUr die quantitative PCR sind Standards mit exadtimmter Kopienzahl erforderlich.
Daher erfolgte die Konzentrationsbestimmung im Bimatter als Mehrfachbestimmung
verschiedener Verdunnungen. Auf dieser Grundlagelevudie Plasmidkopien berechnet
und eine Standardreihe in logarithmischen Schrittem 10 Kopien bis 16 Kopie/10pl

hergestellt. Verdiinnt wurden die Plasmidkopien dabeukleasefreiem Wasser, das’ 10
Kopien polyInosin/10ul enthalt. Das poJinosin diente als Carrier, damit auch in den
Standards mit wenigen Plasmidkopien ausreichendelilité vorhanden sind. Dadurch
waren geringere Verfalschungen der Kopienzahleshdiolekile, die an der Wand des

Eppendorfgefalies oder der Pipettenspitze hafteervzarten.

2.4.11 Quantitative PCR

Bei der quantitativen PCR wird aus der Amplifikatieiner Standardreihe, die bekannte
Kopienzahlen der zu quantifizierenden Sequenz &ntdé& urspringliche Kopienzahl
einer unbekannten Probe errechnet. Zum Nachweid dig amplifizierte DNA durch
Fluoreszenz-Farbstoffe sichtbar gemacht, derendtomslas PCR-Geréat detektiert.

Dieses ist zum einen moglich mit einem unspezifactdoppelstrangige DNA bindenden
Farbstoff wie SYBR Green |. Durch die Bindung stelg Fluoreszenz des Farbstoffes an.
Da jedes DNA-Molekil mehrere Farbstoffe bindet,di Signalstarke hoch. Der Vorteil
der unspezifischen Doppelstrang-DNA-Bindung liegtinl, dass der Farbstoff fur jedes
Amplikon verwendbar ist. Daraus ergibt sich jedath Nachteil, dass SYBR Green auch
an Artefakte der Reaktion wie beispielsweise Priienere bindet.

Ein anderes Prinzip beruht darauf, ein oder zweiiten® sequenzspezifische
Oligonukleotide zusétzlich zu den Primern zu enterer und diese mit einem
Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. Dabei wird dduoFeszenz-Resonanz-Energie-
Transfer genutzt: Ein Fluoreszenzfarbstoff lassth simit Licht einer bestimmten
Wellenlange anregen und strahlt die Energie in FasmLicht einer anderen Wellenléange
wieder ab. Ist in ausreichender N&he zu diesenzweiter Fluoreszenzfarbstoff, der mit
der Wellenlange des abgestrahlten Lichtes desnrefséebstoffes angeregt wird, kann
dieser dadurch die Energie in Licht einer weitéhégllenlange umwandeln.

Beim TagMan-Prinzip befinden sich beide Fluorestahstoffe auf einem
sequenzspezifischen Oligonukleotid, der Sonde. Gseme wird die Lichtstarke der
Wellenlange, die vom ersten Fluoreszenzfarbstefn dReporter, freigesetzt wird. Solange
der zweite Fluoreszenzfarbstoff, der als Quenchereichnet wird, auf demselben
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Oligonukleotid  sitzt, unterdriickt dieser die messba Emission. Beim
Denaturierungsschritt kann die Sonde an die komgieéne DNA-Sequenz hybridisieren.
Trifft die Tag-Polymerase bei der Elongation aué diybridisierte TagMan-Sonde, wird
durch die 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat des Enzyms Beporter abgespalten. Das Licht
dieser Wellenlange wird nicht mehr durch den Quenchmgewandelt, sondern in
steigender Signalstérke freigesetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitativeCAP in einer 96-well-Platte
durchgefuhrt. Dabei wurde fur jedes Primerpaar &tandardreihe mit Kopienzahlen von
10" bis 10 in Zehnerpotenz-Abstanden verwendet. Das TemfdateStandard oder die zu
quantifizierende Probe) wurde jeweils als Volumemnv 1Qu vorgelegt, das
Gesamtvolumen einer Reaktion betrug25

Zur quantitativen Bestimmung von zellularer cONArde die cDNA-Menge eingesetzt,
die aus 12ng total-RNA revers transkribiert wurdgei der Amplifikation von
extrazellularer cDNA aus Serum wurde die gesamtgbAute aus einem Milliliter Serum
zweigeteilt in einen Ansatz fur die Reverse Tramgikon und eine non-RT-Kontrolle.
Davon wurde jeweils 1/10 pro Ansatz in der quatitieam PCR eingesetzt.

Da in den non-RT-Kontrollen der ersten Halfte derokden kein PCR-Produkt
nachgewiesen wurde, was fur das Fehlen von genbarideNA in den Proben spricht,
wurde in den Ubrigen Proben auf das Mitfihren dem-RT-Kontrolle verzichtet. Bei
diesen Proben wurde das komplette Eluat einer RKe®aule revers transkribiert und
davon ebenfalls 1/10 pro Reaktionsansatz in dentgaiven PCR amplifiziert. Die
Standards sowie die non-Template-Kontrollen wurgmneils als 3-fach-Bestimmung
pipettiert. Bei den Proben wurden 2-Fach-Bestimneangerwendet.

Zum Etablieren der Oligonukleotidprimer fur die gtitative PCR wurde eine Detektion
mit SYBR Green | durchgefihrt.
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Protokoll fur die quantitative PCR mit SYBR Green |

Pro Reaktionsgefal? in einer 96-well-Platte wurdedul I7Template vorgelegt und @b Mastermix
zugegeben, der Mastermix wurde zuvor fir die eptdpmnde Anzahl an Reaktionen angesetzt

Mastermix fur einen Ansatz:
o 7,62% Wasser
2,5ul 10x-Puffer
1l ANTP (5uM)
1,5ul MgCl, (50uM)
0,125l Hot GoldStar Enzym (5M)
0,75l fwd-Primer (uM)
0,75ul rev-Primer (M)
o 0,75 SYBR Green |
Die Amplifikation erfolgte in 2 Schritten nach falgdem Protokoll:
1) 10 Minuten 95°C (Aktivierung des Hot-Start-Enz)m
2) 15 Sekunden 95°C (Denaturierung)
3) 1 Minute 60°C (Annealing und Elongation)

O O O o o o

Die Schritte 2 und 3 werden insgesamt 50x durchgéefi

Nach der Etablierung geeigneter Oligonukleotidprinveurde fiir die entsprechende
Sequenz eine TagMan-Sonde konstruiert. Die Sonelgt lals drittes Oligonukleotid
zwischen den beiden Primern, die jeweils die Endfmides Amplikons markieren.
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Verwendete Oligonukleotidprimer (Forward Primer> / <Reverse Primer) und TagMan-Sonden

(Sonde) der vier untersuchten Marker:

1.) Ki-67: Das Amplikon ist 202bp lang, ein Intraiird (berspannt.

1
61
121
181
241

2.) Rad51: Das Amplikon umfasst 551 bp und istimspannend, der Forward Primer liegt auf Exon 1,

ct accgggcg
gacgagcggt
aatttgcttc
acttactgtt

cgacggt ccc

gaggt gagcg

cggcgecgge tcctcctgeg gecggactttg ggt gcgactt >

ggtt cgacaa gtggccttgc gggccggatc gtcccagtgg aagagttgta

tggccttccce
t agaaaat gt

cactttcccc

(Gesamtlange 12515bp,
Information database, GeneBank NM_002417 )

Reverse Primer auf Exon 6.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

1
61
121
181
241

at ggcaat gc
ggcccacaac
tt ggaagaag
ataaatatta
ttagttccaa
cagattacta
tctatcacag
gct gt cacct
gacact gagg
tctggcagtg
acccagct cc

gt agacagt g

(Gesamtlange 1020 bp, Quelle: National Center faoteBhnology Information databas

agat gcagct
ccatttcacg
ctggattcca
agggaatt ag
tgggtttcac
ctggctccaa
aaatgtttgg
gccagcttcc
gtacctttag
at gt cct gga

tttatcaagc

Quelle der

ctacggatta tacctggcct tcccctacgg attatactca

ggcccacgag acgcctggtt actatc<aaaa ggagcggggt

tgagcctcag cacctgcettg tttggaaggg gtattgaatg

t gaagcaaat
gt t agagcag
tact gt ggag
t gaagccaaa
cact gcaact
agagct t gac
agaattccga
cat t gaccgg
gccagaacgg
t aat gt agca

at cagccatg

gcagat actt
t gt ggcat aa
gctgttgect
gct gat aaaa
gaattccacc
aaactacttc
act gggaaga
ggt gaaggt g
ct gct ggcag
tat gct cgag
at ggt agaat

mMRNA-Sequenz: oNati Center for

cagt ggaaga
at gccaacga
at gcgccaaa
ttctggctga
aaaggcggt c
aaggt ggaat
cccagatctg
aaggaaaggc
t ggct gagag
cgttcaacac

ct aggt at gc

agaaagcttt
t gt gaagaaa
gaaggagct a>
ggcagct aaa
agagat cat a
t gagact gga
tcatacgcta
catgtacatt
gtatggtctc
agaccaccag

actgcttatt

ccaccgccct ttacagaa<ca gactactcgg gt cgaggtga gctttcagcec

GeneBank B019705)
3.) Hoj-1: Das Amplikon erstreckt sich tiber 101yl wiberspannt ein Intron.

agcggaggceg
cccagcgcecc
gtgcct gt gt
attctcactg
actccgtgtt

gcgcggggac
cggccggecc
agat cat cct
gct cggagac
cctgcagcta

gggcgcet ggg

ct ct gggcgg
agaat acct g

tcctgcctge

gagacat gac

cggccgcegga
cctgcggggg
tgtggtgetg
t gagct gact

ct aacaccct

gct ccgggt g
cggcgceagt t
tccttcctca
acacagactt

gat gaccact

ccgecegegtce
gcgaaact ga
agact acct >c
agtc<ttctcc

ct cagggacc

Biotechnolog

de

(Gesamtlange 2337bp, Quelle: National Center fotd&hnology Information database, GeneBank
NM_007211)

4.) GAPDH: Primer und TagMan-Sonde aus dem GAPDHt@bKit von Eurogentec, Sequenz wird night
angegeben

Die TagMan-Sonde enthélt an beiden Enden jeweilsreFluoreszenzfarbstoff, im Falle
dieser Arbeit am 5°-Ende als Reporter 6-Carboxy#laoein (6-FAM) und am 3"-Ende als
Quencher 6-Carboxy-tetramethyl-Rhodamin (TAMRA). Diee Taqg-Polymerase den
Reporter nur bei kompletter Hybridisierung der Sorah die komplementdre DNA-
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Sequenz abspalten kann, ist ein Schmelzpunkt né&dieg; 10°C oberhalb des
Schmelzpunktes der Oligonukleotidprimer liegt.

Protokoll fir die quantitative PCR mit TagMan-Sonde:

Siehe ,Protokoll fur die quantitative PCR mit SYBReen |, mit einer veranderten Zusammensetzung des
Mastermixes:

o 7,375 Wasser

2,5ul 10x-Puffer

1l dNTP (5uM)

1,5ul MgCl, (50uM)

0,125l Hot GoldStar Enzyme (5ul)
0,75ul fwd-Primer (uM)

0,75ul rev-Primer (M)

1ul TagMan-Sonde (@V)

O O O o o o o

Zur Auswertung der quantitativen PCR lassen siamofeéiszenzkurven der jeweiligen
Amplifikationen darstellen. In dem Bereich der FHeszenzkurven, in dem die
Amplifikation aller Standards exponentiell ist, @imanuell ein Threshold gelegt. Der
Zyklus, bei dem die Fluoreszenzkurve einer Probe Dereshold schneidet, wird als ct-
Wert bezeichnet. Anhand der ct-Werte der Standaids,denen eine bekannte
Templatemenge amplifiziert wurde, lasst sich eiten@ardkurve erstellen, in der die ct-
Werte gegen die Kopienzahlen aufgetragen sind. HMite dieser Kurve werden die
Kopienzahlen der unbekannten Proben anhand ihi&fiecte ermittelt.

Fur die Auswertung wurden die Kopienzahlen pro enug berechnet, das entspricht dem
zwanzigfachen der Detektion eines PCR-Ansatzesli®#&ntergrenze einer zuverlassigen
Detektion mit dem TagMan-Prinzip bei etwa 5 Koplagt, wurden nur die Proben als
eindeutig positiv gewertet, in denen mindestens K6pien/ml Serum (= 5 Kopien pro
PCR-Ansatz) detektierbar waren. Proben, in denens@ezyklen keine Amplifikation
stattfand, werden als eindeutig negativ gewekiégnn die Kopienzahl einer Probe in
mindestens einem der beiden Aliquots einer Doppélinenung unter 100 pro ml Serum
lag, wurde diese Probe als nicht auswertbar betvenig in der statistischen Auswertung

nicht erfasst.

2.4.12 Statistische Auswertung

Aus den Ergebnissen von Doppelbestimmungen in dantgativen PCR wurden jeweils
der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet

Die Darstellung einfacher Werte erfolgte in Balkexggammen, bei der Verteilung von
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Werten auf mehrere Gruppen wurden Box Plots etsiiése enthalten den Median als
zentrale Linie, das erste und dritte Quartil algi®@azung der Box sowie als ,whisker” die
Spannweite der Werte ohne Ausrei3er. Extremwerie, ntehr als drei Kastenlangen
aulBerhalb liegen, wurden mit einem Stern markidkterte, die Uber anderthalb
Kastenlangen aul3erhalb liegen, mit einem Kreis.

Korrelationen von intervallskalierten Variablen wieispielsweise der Kopienzahlen
wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearberechnet. Dieser Koeffizient
entspricht einer Mal3zahl, die als r bezeichnet wind zwischen -1 und +1 liegt. r>0,7
wird als starker linearer Zusammenhang interpriet®B < r < 0,7 als mittlerer linearer
Zusammenhang und 0,0< r < 0,3 als schwacher linéasammenhang.

Wenn eine Variable normal- oder ordinalskaliert efolgte die Auswertung durch einen
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Cagssische Auswertung erfolgte in der

vorliegenden Arbeit mit dem Softwareprogramm SP88.7T.
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3 Ergebnisse

3.1 Detektion von intrazellularen RNA-Spezies in Zéultur

3.1.1 _Auswahl eines Primerpaares fir Hoj-1

Veroffentlicht wurden aul3er der mRNA-Sequenz vor-H@Quelle: National Center for
Biotechnology Information database, GeneBank NM20QF und den funf
Spleildvarianten (siehe Abbildung 1) auch die Seguwem Exon 2 (Debeer et al., 2002).
Die Ubrigen Intron-Exon-Grenzen sind nicht publiziélit diesen Angaben wurden drei

verschiedene Primerpaare fir Hoj-1 entworfen.

mRNA-Sequenz von Hoj-1 mit Sequenzen der verwendetd>rimer:

1 agcggaggcg gcgcggggac gggcgetggg cggecgcgga getccgggtg ccgecgegtce
61 cccagcgccc cggeccggecc ctctgggecgg cctgcggggg cggcgcagtt gcgaaactga
121 gtgcctgtgt agatcatcct agaatacctg tgtggtgctg tccttcctca agactacct>c

181 attctcactg gctcggagac tc>ctgcctgc tgagctgact acacagactt agtc<ttctcc

241 actccgtgtt cctgc>agcta gagacatgac ctaacaccct <gatgaccact ctcagggacc
301 ttgagtgact ggccggtgca ccatggaact taaagtatgg gtggatggag ttcagaggat
361 tgtttgtgga gtcactgaag tcacaacttg ccaggaggtt gtcatagcct tagctcaagce
421 aataggtcga actggaaggt acacccttat agagaaatgg agagatactg aaagacactt
481 agcacctcat gaaaatccta tcatatcctt aaacaaatgg gggcagtatg ctagt gat gt

541 gcagctcat<t ctacgacgaa ctgggccgtc tctcagtgag cgacccactt cagacagtgt
... bis 2337bp

Exon 2 Primerpaar ho2f> / <ho2Primerpaar ho3f> / <ho#Primerpaar Hoj-fwd> / <Hoj-rev

Mit den konstruierten Oligonukleotidpaaren sowiendaternen Standard GAPDH als
Positivkontrolle wurde zunéchst eine konventionel@R mit MCF-7-cDNA als Template
durchgeflihrt, um das am meisten geeignete Primegusauwahlen.

12 34 5 67 8 9 1011 1213 14151617 Abbildung 3: PCR mit MCF-7-
cDNA und drei unterschiedlichen

Hoj-1-Primerpaaren, auf ein
! 2%iges Agarosegel aufgetragen
500 bp ——

und mit Ethidiumbromid gefarbt

?gg b - - Spalten 1, 6, 10 und 14: 10
P - - Plasmidkopien als Positivkontrolle
——-— T~ - - - — - P

GAPDH | HojfwdMojrev'  ho2fl2r ' ho3fiar Spalten 2,7, 11, 15: MCF-7 cDNA

Spalten 3, 8, 12, 16: MCF-7 non-RT
Spalten 4, 9, 13, 17: NTC
Spalte 5: 100 bp DNA-Leiter
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Daraus ergeben sich folgende Erkenntnisse: Hoj-NARird ebenso wie GAPDH in
MCF-7-Zellen exprimiert. Die verschiedenen Primaneaflr Hoj-1 zeigen dabei eine
unterschiedliche Effizienz.

Das Primerpaar ho3f/ho4r (siehe Abbildung 3, Spaltd-17) ist das Effizienteste, hat
allerdings den Nachteil, dass es nach den vorlggeninformationen nicht sicher
intronspannend ist. Dass bei diesem Experiment admrkeine genomische DNA
amplifiziert wurde, deren Genprodukt auf dem Ageged nicht von cDNA zu
unterscheiden ware, ergibt sich daraus, dass beiateRT-Kontrolle kein PCR-Produkt
nachweisbar ist. Das intronspannende Primerpaarhui2 (siehe Abbildung 3, Spalten
10-13) ist weniger effizient und weist zudem eireuttiche Doppelbande auf, die eine
GrofRe von unter 100bp hat. Beim Sequenzieren di€smpelbande konnten die
Sequenzen beider Primer im ansonsten nicht ideietifiaren Produkt gezeigt werden. Bei
der quantitativen Hoj-1-Bestimmung stellt die ursfieche zusatzliche Amplifikation
jedoch einen entscheidenden Nachteil dar. Das Rrame Hoj-fwd/Hoj-rev (siehe
Abbildung 3, Spalten 6-9) ist ebenfalls wenig eéfit. Der Vorteil dieses Primerpaares
liegt jedoch darin, dass keine sichtbaren unsperién Nebenprodukte gebildet werden
und zudem ein Intron Uberspannt ist.

Bei der quantitativen PCR mit SYBR Green | verhalsach die Primerpaare in ihrer
Effizienz ahnlicher. Die Standardkurven verlaufdeighsam, wobei die ct-Werte der
Standards bis £Kopien bei den Primerpaaren holf/ho2r und ho3ftdms unterhalb der
ct-Werte von den Hoj-fwd/Hoj-rev-Primern liegen. DaPrimerpaar ho2f/2r ist
durchschnittlich 3,6-mal effizienter als das Paaj-tvd/Hoj-rev, das Paar ho3f/4r um das
2,4-fache. Als Nachweis, dass in der quantitatiR€@R die richtigen Sequenzen detektiert
werden, dienen die Schmelzkurven.

Da von Hoj-1 verschiedene Splicevarianten bekanimid sund die konstruierten
Primerpaare nicht alle das gleiche Konstrukt eilsBln, soll bei der konventionellen und
der quantitativen PCR jeweils dasselbe Primerpaarwendet werden. Bei der
quantitativen Bestimmung von potentiellen Tumorneankist es entscheidend, die falsch-
positive Detektion durch Kontaminationen mit genschier DNA oder unspezifische
PCR-Artefakte so gering wie mdglich zu halten. Bgeware bei den Primerpaaren ho2f/2r
und ho3f/4r moglich. Bei den restlichen Experimenteurde daher das Primerpaar Hoj-
fwd und Hoj-rev verwendet.

Der Forward Primer hat eine Schmelztemperatur \@fi€6der Reverse-Primer von 61°C.

Das Amplikon besteht aus 101bp und wird bei 81°fgeschmolzen. Die TagMan-Sonde,
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die fur dieses Primerpaar konstruiert wird, hagéolde Position zwischen den Primern:
gtgctg tccttcctca agactacct>c attctcactg gctcggagatgectgc tgagctgact acacagactt
agtc<ttctcc actccgtgtt cctgc. Die Sonde hat eifen#&tztemperatur von 70°C.

Beispiele fur einen Amplifikationsplot und eine &dardkurve des Primerpaares Hoj-

fwd/Hoj-rev zeigen folgende Abbildungen:

Rn vs Cycles

10 Abbildung 4: Amplifikations-
kurven der Standards von 10
Kopien bis 10 Kopie mit dem
Primerpaar Hoj-fwd/Hoj-rev

Die Amplifikation erfolgte tber
50 Zyklen. Der Threshold wurde
manuell auf 0,1 gelegt.

/v
\nl A

12345678 910111213141516171819202122232425262728293031323334 353637 38394041424344454647484950
Cycle Number

0,001

Standard Curve Abbildung 5: Standardkurve
361F der Standards von 160 Kopie bis
i 10’ Kopien mit dem Primerpaar
32 = Hoj-fwd/Hoj-rev
28 } Jeder Standard wurde als
AR Dreifach-Bestimmung
v i —— amplifiziert.
20 .
‘ -
16
12 :
1 2 5 6 7

Log CO

3.1.2 Qualitativer Nachweis von Hoj-1, Rad51, Ki-6Add GAPDH in verschiedenen

Zelllinien

In der cDNA aus zehn verschiedenen Zelllinien warliej-1, GAPDH, Rad51 und Ki-67
detektiert. Die verwendeten Primerpaare sind alkeonspannend, so dass eventuelle
Kontaminationen mit genomischer DNA anhand der @raBf dem Agarosegel erkannt
werden konnten. Dennoch wurde bei der ersten digllibei MDA-MB-231, bei allen

Primerpaaren eine non-RT-Kontrolle mitgefuhrt.
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3.1.2.1 MDA-MB-231

In der Ostrogenrezeptor-negativen MammakarzinonfiiZiel waren alle vier getesteten

MRNA-Spezies nachweisbar (siehe Abbildung 6):

1 2 3 4 5§ 6 7 & 9 10 1112 13 Abbildung 6: Nachweis von Hoj-
1, GAPDH, Ki-67 und Rad51
durch PCR in MDA-MB-231-
cDNA

600 — = 10ul der PCR-Reaktion wurden
400 —> - auf einem 2%igem Agarosegel
T aufgetrennt und mit
20 - Ethidiumbromid gefarbt.
=
| || | [ || | Spalten 1, 4, 8, 11: cDNA
Hoj-1 GAPDH Ki-67 Rad51

Spalten 2, 5, 9, 12: non-RT
Spalten 3, 6, 10, 13: NTC
Spalte 7 : 100 bp DNA Leiter

Die Bande von Hoj-1 war dabei unter den gegeberemsu¢hsbedingungen schwécher als
die der anderen drei Primerpaare. Die Hohe der &amadf dem Gel entspricht der Grol3e
der jeweiligen Sequenzen. Da in den non-RT-Kordrolkein Signal nachweisbar war,
wurde bei den folgenden PCR-Auswertungen auf dasfUMen dieser Kontrolle

verzichtet.

3.1.2.2 MCF-7

Auch bei MCF-7, der Ostrogenrezeptorpositiven Maikemzainom-Zelllinie, wurden alle
vier mMRNA-Spezies transkribiert (siehe Abbildung 7)

Abbildung 7: Hoj-1, GAPDH,
Ki-67 und Rad51 in MCF-7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 cDNA
10ul der PCR-Reaktion wurden
- auf einem 2%igem Agarosegel
e aufgetrennt und mit
— Ethidiumbromid gefarbt.
600 — a— =
400 —> Spalten 1, 3, 6, 8: MCF-7 cDNA
200 — — Spalten 2, 4, 7, 9: NTC
. : om— . ' L ' Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
Hoj-1 GAPDH Ki-67 Rads1

Das schwach ausgepragte Hoj-1-Signal stellt walkimstibh nur einen Teil der messbaren
Hoj-a-RNA dar, da mit einem in der konventionellB&R wenig effizienten Primerpaar
detektiert wurde (siehe Abbildung 3).



3 Ergebnisse 50

3.1.2.3 Hela

HelLa-Zellen exprimieren eindeutig GAPDH, Ki-67 urRdd51 (siehe Abbildung 8):
Abbildung 8: Nachweis der vier
1 2 3 4 S 6 T 8 9 RNA-Spezies in HeLa cDNA

10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel

—
N— aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.
600 — — Spalten 1, 3, 6, 8: HeLa cDNA
400 — Spalten 2, 4,7, 9: NTC
p— Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
L ] |- J L ] 1 ]
“"Hoj1 ' ' GAPDH ' " Ki-67 ' ' Rad51 |

Eine Detektion von Hoj-1 ist nach diesem Versuéglich, da das Signal kaum erkennbar

ist.

3.1.2.4 Hec-1A

Bei der konventionellen PCR mit der cDNA aus HecZdllen zeigten sich deutliche
Signale fir GAPDH und Ki-67 (siehe Abbildung 9):

1 2 3 4 B 5 7 8 9 Abpildung 9: Hec-lA_cDNA mit
: Hoj-1, GAPDH, Ki-67 und
" Rad51
10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel
aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.
600 — — — Spalten 1, 3, 6, 8: Hec-1A cDNA
400 Spalten 2, 4,7,9: NTC
200 — E—3 Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
] ] | J f | | |
" Hoit ' GAPDH ' Ki-67 Rad51

Die Bande, die eine Rad51-Amplifikation anzeigtyWwai diesem Experiment ebenso wie

das Hoj-1-Signal schwéacher.
3.1.2.5 LNCAP

In der Prostatakarzinomzelllinie LNCAP wird ebeidakindeutig GAPDH, Ki-67 und
Rad51 exprimiert, wahrend fir Hoj-1 nur ein selinvgaches Signal sichtbar ist:
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Abbildung  10:  qualitativer
1 2 3 4 5 Bi 8 9 Nachweis von Hoj-1, GAPDH,
Ki-67 und Rad51 in LNCAP

10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel

aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.
jgg — = a— Spalten 1, 3, 6, 8: LNCAP cDNA
Spalten 2, 4, 7, 9: NTC
g =t - Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
-
Hoj-1 m‘ I Ki-67 L | Rad51 i

3.1.2.6 ECV-304

In der cDNA aus ECV-Zellen waren alle vier mRNA-3@s detektierbar (siehe
Abbildung 11):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Abbildung 11: Detektion von
Hoj-1, GAPDH, Ki-67 und
Rad51 in ECV-304 cDNA

! 10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel
600 —  — - aufgetrennt und mit

400, Ethidiumbromid gefarbt.
200 —> - Spalten 1, 3, 6, 8: ECV-304 cDNA

. Spalten 2, 4,7, 9: NTC

] | ] I ] | Il
Hoj-1 ' GAPDH YOKe?r ' Radst Spalte 5: 100 bp DNA Leiter

3.1.2.7 HEP-G2

HEP-G2-Zellen exprimieren eindeutig GAPDH, Ki-67duRad51, wahrend Hoj-1 in der
konventionellen PCR nur ein sehr schwaches Sigltdtb (siehe Abbildung 12):
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 Abbildung 12: PCR mit HEP-
G2 cDNA und vier
verschiedenen Primerpaaren

10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel
aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.
s -
400 — . Spalten 1, 3, 6, 8: HEP-G2 cDNA
200 —> Spalten 2, 4,7, 9: NTC
Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
-
1 ] | ]
" Hoj-1 '" GAPDH ' ke Ragsr

3.1.2.8 JURKAT

In JURKAT-Zellen werden alle vier detektierten mRM#ezies exprimiert (siehe
Abbildung 13):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Abbildung 13: Nachweis von
i Hoj-1, GAPDH, Ki-67 und
Rad51 in JURKAT cDNA

10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel

aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.
600 — . Spalten 1, 3, 6, 8: JURKAT cDNA
400 —=" - Spalten 2, 4, 7, 9: NTC
200 — e Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
| | | ] | ] | |
™ Ho1 ' ' GAPDH ! M kier ' ' Rags1 !
3.1.29 BJAB

Bei der Zelllinie BJAB, die aus den Burkitt-Lymphagilen einer weiblichen Patientin

etabliert wurde, fiel auf, dass keine Hoj-1-mRNAmaeisbar war (siehe Abbildung 14):
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2 3 4 5 Bins 7 8. 9 Abbildung 14: Detektion von
Hoj-1, GAPDH, Ki-67 und
Rad51 in BJAB cDNA

10ul der PCR-Reaktion wurden
- auf einem 2%igem Agarosegel

aufgetrennt und mit

- - Ethidiumbromid gefarbt.

400 — Spalten 1, 3, 6, 8: BJAB cDNA

200 — e Spalten 2, 4,7, 9: NTC
Spalte 5: 100 bp DNA Leiter

- P P
| | o | |
Hoj-1 GAPDH I Ki-67 Rad51

GAPDH, Rad51 und Ki-67 zeigten deutliche Banden.

3.1.2.10 Fibroblasten

In der cDNA aus Fibroblasten amplifizieren allervi&imerpaare ein PCR-Produkt (siehe
Abbildung 15):

Abbildung 15: Fibroblasten
! 2 E - 2 2 i ® ? cDNA mit Primern von Hoj-1,
GAPDH, Ki-67 und Rad51

10ul der PCR-Reaktion wurden
auf einem 2%igem Agarosegel

aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.

600 . -— Spalten 1, 3, 6, 8: Fibroblasten

400 === cDNA

200 —> c— Spalten 2, 4,7, 9: NTC
Spalte 5: 100 bp DNA Leiter

I o ] | | : :
Hoj-t ' ' GAPDH ' tKi67 Rad51

3.1.3 Eignung von GAPDH als interner Standard

In der quantitativen PCR ergeben sich in den vesdemen Zelllinien fur GAPDH
folgende Kopienzahlen pro 12ng RNA (siekehler! Verweisquelle konnte nicht

gefunden werden):



GAPDH in Zellkultur unnormiert
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Abbildung 16: GAPDH-Kopien in der cDNA aus 12ng RNAverschiedener Zelllinien.Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung.

In jeder der zehn Zelllinien wurden mehr als KBpien GAPDH in der cDNA aus 12ng
Gesamt-RNA detektiert. Die groRte Differenz bestatadei zwischen ECV (4,67x10

Kopien / 12ng RNA) und MCF-7 (1,17x18Bopien / 12ng RNA), wobei der Unterschied
75% betrug.

Bei den Konzentrationsmessungen im Photometer engaich bei allen RNA-Proben
saubere Spektren, und auch die PAA-Gele deutert acheine Degradation hin. Die
Korrelation der Nachweisbarkeit des internen Mak&APDH mit dem Vorhandensein
von intakter RNA war somit fur die Fragestellungkeser Arbeit ausreichend.

3.1.4 Quantitative Unterschiede der Expression Wm-1, Rad51 und Ki-67 in
verschiedenen Zelllinien

In zwei biologischen Experimenten, die jeweils &sppelbestimmung durchgefuhrt
wurden, zeigt sich bei der quantitativen Bestimmwuog Hoj-1, Rad51 und Ki-67 ohne
Normierung folgendes Ergebnis:



3 Ergebnisse 55

9000
8000
< 7000 N
=z
X 6000 I { T
(o]
& 5000
d
§ 4000 T
Q.
S 3000 |
X
2000 T I
1000 —
0 1 IEI ‘ . E| ‘ . | ‘ | = = |
N A > \s Q S\ v A N
¢ ¥ ¥ &S £ & < @
¥ D O
¥ <

B Hoj-1 @ rad-51 O ki-67

Abbildung 17: Kopienzahlen von Hoj-1, Rad51 und Ki67 in der cDNA aus 12ng RNA ohne
Normierung. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung

Dabei wurde ersichtlich, dass Rad51 in allen Zeéh auRer in MCF-7 und Fibroblasten
von den drei detektierten mRNA-Spezies die hocksy@ession hat. Die Kopienzahl von
Rad51 lag immer oberhalb der von Ki-67, wobei sads Verhaltnis zwischen den
verschiedenen Zelllinien deutlich unterscheidet.wsen Unterschiede zwischen einem
Faktor von 2,3 bei MCF-7-Zellen und einem Faktan 34,0 bei JURKAT feststellbar.

Die quantitativen Ergebnisse der Hoj-1-Detektiokl@&en zudem zumindest in einigen
Zelllinien die schwachen Banden in der konventiemePCR: Es wurde genau zehnmal
mehr RNA eingesetzt als bei der quantitativen PS&nit war die Hoj-1-Kopienzahl in
HEP-G2 deutlich unter fOKopien pro 120ng Gesamt-RNA, und in MDA-MB-231,
JURKAT, Hec-1A und LNCAP lag sie unter“1Kopien.

Quantitativ variiert die Expression von Hoj-1 im Méltnis zu Rad51 und Ki-67 in den
verschiedenen Zelllinien am meisten. Wahrend in BZ&llen Uberhaupt kein Nachweis
von Hoj-1 mRNA gelang und in HEP-G2 und JURKAT sehr wenig exprimiert wurde,
konnte im Gegensatz dazu in MCF-7-Zellen und inrdblasten mehr Hoj-1 gezeigt
werden als Rad51 und Ki-67. Wurden die Kopienzahen Hoj-1, Rad51 und Ki-67
jeweils auf GAPDH normiert, verstarkte sich die @enz, dass vor allem in der Hoj-1-
Expression deutliche Unterschiede bestehen:
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Abbildung 18: Kopienzahlen von Hoj-1, Rad51 und Ki67 in den verschiedenen Zelllinien nach der
Normierung auf die GAPDH-Expression.Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung

3.1.5 Expressionsmuster der vier detektierten mEYW&zies in  den beiden

Mammakarzinom-Zelllinien

Die Ergebnisse der quantitativen PCR zeigten beinergich der beiden
Mammakarzinom-Zelllinien, bei denen MCF-7 im Gegdgns zu MDA-MB-231
Hormonrezeptoren exprimiert, ein differentiellesdBi

Die Absolutwerte der Kopienzahlen, die durchschdittpro 12ng zellularer total-RNA

nach der reversen Transkription mittels quantieatRCR detektiert werden, sind folgende:

GAPDH Rad51 Ki-67 Hoj-1

MCF-7 1,2x10 (+9,1x10) | 432 ¢103,69)| 191414,56) | 2811%270,44)

MDA-MB-231 | 2,1x10 (+2,1x10) | 3355 (40,92) | 490414,2) | 586 £41,66)

Tabelle 1: RNA-Expressionen der Mammakarzinom-Zellinien unnormiert (in  Klammern:
Standardabweichung)

Wurden in den beiden Zelllinien jeweils die Kopiahkzvon Rad51, Ki-67 und Hoj-1 auf
10’ Kopien GAPDH bezogen, ergeben sich folgende Werte:
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GAPDH Rad51 Ki-67 Hoj-1
MCF-7 10 369 ¢59,8) 163 £0,4) 2401 £42,5)
MDA-MB-231 | 10’ 1575 ¢34,9) 230 £4,4) 275 £22,3)

Tabelle 2: RNA-Expressionen in Mammakarzinom-Zelllnien bezogen auf GAPDH(in Klammern:
Standardabweichung, berechnet aus den Mittelwertars zwei unterschiedlichen biologischen
Experimenten, jeweils bezogen auf Kbpien GAPDH)

Wie in der Tabelle ersichtlich ist, wurde in derinonrezeptorpositiven Zelllinie MCF-7-
mehr Hoj-1 als Ki-67 exprimiert (Faktor 14,7) sowrehr Hoj-1 als Rad51 (Faktor 6,5).
Zusatzlich war in MCF-7-Zellen deutlich mehr Hodgtektierbar als in MDA-MB-231-
Zellen (Faktor 8,7). In der hormonrezeptornegativillinie MDA-MB-231 hingegen
wurde etwa gleich viel Hoj-1 exprimiert wie Ki-6Fdktor 1,2) und weniger Hoj-1 als
Rad51 (Faktor 0,2).
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3.2 Uberprifung von intrazellularer RNA aus Leukozyten auf das Vorhandensein
der gesuchten mRNA-Spezies

3.2.1 In Leukozyten ist qualitativ nur GAPDH naclistzar

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus Leukozyten emablichen und einer ménnlichen
Person RNA isoliert und auf die Expression der venrschiedenen Amplikons Uberprtift.
Damit ist ein Uberblick tiber die Genexpressionrdtiernhaltigen Zellen des Blutes — dazu

zahlen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten -gliab.

Abbildung 19: Detektion mit

1 2 3 4 5 6 7 8 9 cDNA aus mannlichen
Leukozyten
Spalten 1, 3, 6, 8: cDNA aus
' mannlichen MNC
== Spalten 2,4,7,9: NTC
600 — ‘— Spalte 5: 100 bp DNA Leiter
400 —
200 —
—
" Hol1 ' GAPDH ' K67 ' Rad51
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Abbildung 20: PCR mit cDNA

aus weiblichen Leukozyten
Spalten 1, 3, 6, 8: cDNA aus

' weiblichen MNC

Spalten 2, 4, 7, 9: NTC
BO0 —>  — Spalte 5: 100 bp DNA Leiter

Ki-67 Rad51

Sowohl in den Leukozyten der mannlichen Testperdsrauch in denen der Weiblichen
wurde kein Hoj-1, Ki-67 und Rad51 exprimiert. GAPIr hingegen amplifizierbar, ein
Nachweis daflr, dass bei der Praparation intakté BMNliert wurde.
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3.2.2 Die guantitative PCR bestétigt bei Leukozviexs Ergebnis der konventionellen
PCR

Quantitativ war in Leukozyten-cDNA ebenfalls nur BBH nachweisbar, wéhrend Hoj-1,
Ki-67 und Rad51 auch in Mehrfachbestimmungen beidteder praparierten RNA-Proben
messbar waren (siehe Abbildung 21):

350000 Abbildung 21:
Kopienzahlen von Hoj-
1, GAPDH, Ki-67 und
Rad51 in der cDNA von
12ng total-RNA aus
Leukozyten

Fehlerbalken = Standard-
abweichung

300000 +

250000 +

200000

150000

Kopien/12ng RNA

100000 A

50000 A

mannlich weiblich

OHoj-1 BGAPDH EKi-67 RadSl‘
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3.3 Analyse von ausgewahlten RNA-Spezies in extréieéarer RNA aus dem Serum

von Mammakarzinompatientinnen und gesunden Frauen

3.3.1 GAPDH-Bestimmung

3.3.1.1 In allen Serumproben ist GAPDH detektierbar

In allen Serumproben, sowohl denen der Kontrollgpumls auch den Proben von
Brustkrebspatientinnen, war GAPDH nachweisbar. Dabdeilten sich die Werte in der

Kontrollgruppe und der Patientengruppe folgendeengBiehe Abbildung 22):

80000 Abbildung 22: Boxplot-

Darstellung der

gemessenen  GAPDH-
RNA-Kopien pro ml

60000 4 Serum

zentrale Linie = Median

Begrenzung der Box =

g . .
> *12 erstes und drittes Quartil
& 400001
ol whisker = Spannweite der
E o Werte ohne AusreiRer
c .
k) Stern = Extremwerte, die
g 200007 mehr als drei
i Kastenlangen aulerhalb
=) liegen
a | I | | g
< [ 1 I |
o o . !

N= 19 36

Kontroligruppe Mamma-Karzinom

Proben-Gruppe

Bis auf drei Serumproben der Patientengruppe, meleergleichsweise hohere GAPDH-
Werte detektiert wurden, lagen die gemessenen Kpalden bei gesunden Frauen und
Mammakarzinompatientinnen im gleichen Bereich. Halkendiagramm mit den

GAPDH-Kopienzahlen der einzelnen Proben wird im &mdpaufgefihrt (siehe 7.3).

3.3.1.2 GAPDH-RNA korreliert im Serum von Brustkspatientinnen mit keinem

Prognose-Parameter

Eine Korrelationsanalyse von GAPDH und jeweils eineiteren Variable wurde nach
Pearson beziehungsweise Spearman (siehe 2.4.1&)gediihrt. Dabei konnten nur die
Ergebnisse der Detektionen aus Serumproben vontKBebspatientinnen analysiert
werden. Eine Uberpriifung der Kontroligruppe warhhienoglich, da diese Proben
anonymisiert wurden und keine weiteren Daten vemag

Die Korrelationsanalyse lieferte folgende Ergebais
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Variable Skalenniveau Testverfahren Korrelations- | statistische
koeffizient Signifikanz
Alter der Patientin verhéltnisskaliert Korrelatineffizient | -0,09 /
nach Pearson
Her2-neu-Status nominalskaliert Rangkorrelation hna6,10 /
Spearman
Ostrogen- / Progesteron-nominalskaliert Rangkorrelation  nac¢tD,01 /
Rezeptorstatus Spearman
TumorgréRe nach UICC ordinalskaliert Rangkorrelation  na¢hD,26 /
2002 Spearman
Anzahl befallener verhéltnisskaliert Korrelationskoeffizient 0,08 /
Lymphknoten nach Pearson
Grading nach Elston undordinalskaliert Rangkorrelation  nachD,17 /
Ellis Spearman
Nottingham- ordinalskaliert Rangkorrelation  na¢hD,18 /
Prognosescore Spearman

Tabelle 3: Korrelationsanalyse der GAPDH-Kopienzahtén mit verschiedenen Parametern

Es ist folglich unter diesen Versuchsbedingunganekstatistisch signifikante Korrelation
zwischen zirkulierender GAPDH mRNA und Prognosepetern des Mammakarzinoms

erkennbar.

3.3.2 Ki-67-Bestimmung

3.3.2.1 Ergebnisse der Ki-67-Detektion

Bei den Serumproben der Patientengruppe wurde Kn6ader von 36 Proben eindeutig
detektiert (11,1%), bei der Kontrollgruppe in zwen 19 Proben (10,5%). In der
folgenden Boxplot-Abbildung wurden nur die Probeerteksichtigt, in denen Ki-67
entweder eindeutig nachgewiesen wurde (in der Dbppgmmung der revers
transkribierten Probe jeweils Gber 100 Kopien ploSarum detektierbar, in der nonRT-
Kontrolle keine Amplifikation eines Produktes) odarder Doppelbestimmung zweimal
nicht detektierbar war. Die Ergebnisse aller eineel Proben sind im Anhang als

Balkendiagramm dargestellt (siehe 7.3).
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6000 Abbildung 23: Boxplot-
Darstellung der
gemessenen
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Der Median lag bei beiden Gruppen bei null, so dhssEinzelproben, in denen zellfreie
Ki-67 cDNA detektierbar war, als Ausreil3er geltBimzelne Ki-67-Detektionen waren in

beiden Gruppen, bei Mammakarzinompatientinnen wdd&sunden Frauen, moglich.

3.3.2.2 Korrelationsanalyse von Ki-67-RNA  bei Bkusbspatientinnen  mit

verschiedenen Variablen

Variable Skalenniveau Testverfahren Korrelationstatistische
koeffizient Signifikanz
Alter der Patientin verhaltnisskaliert Korrelatiknsffizient 0,16 /
nach Pearson
Her2-neu-Status nominalskaliert Rangkorrelation hnao,1 /
Spearman
Ostrogen- / Progesteron-nominalskaliert Rangkorrelation nach0,03 /
Rezeptorstatus Spearman
TumorgréRe nach UICC ordinalskaliert Rangkorrelation na¢h0,11 /
2002 Spearman
Anzahl befallener| verhaltnisskaliert Korrelationskoeffizient | -0,1 /
Lymphknoten nach Pearson
Grading nach Elston undordinalskaliert Rangkorrelation nachD,28 /
Ellis Spearman
Nottingham- ordinalskaliert Rangkorrelation na¢hn,02 /
Prognosescore Spearman

Tabelle 4: Korrelationsanalyse der Ki-67-Kopienzahén mit verschiedenen Parametern
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Auch bei Ki-67 konnte keine Korrelation zu klinispathologischen Parametern
festgestellt werden.

3.3.3 _Rad51-Bestimmung

3.3.3.1 Ergebnisse der Quantifizierung von Rad5MADM Serum

Bei der Detektion von Rad51 im Serum war die mRN#eSes in dieser Arbeit in drei
von 36 Patientenproben (8,3%) und in einer von IMtkollproben (5,3%) eindeutig
nachweisbar. Uneindeutige Proben, bei denen in Rigppelbestimmung mindestens
einmal eine Kopienzahl unter 100 Kopien / ml Serdetektiert wurde, konnten nur als
nicht auswertbar beurteilt werden und sind daherdén folgenden Abbildung nicht
bertcksichtigt.

3000 Abbildung 24: Rad51-
Kopien pro ml Serum
00 bei der Kontroll- und
*3 der  Patientengruppe,
dargestellt als Boxplot

20001 zentrale Linie = Median

Stern = Ausreil3er

10001

*10

Rad51-Kopien / ml Serum

N= 9 22

Kontroligruppe Mamma-Karzinom

Proben-Gruppe



3 Ergebnisse 64

3.3.3.2 Ergebnisse der Korrelationsanalyse von Rad5Serum der Patientengruppe mit

verschiedenen Variablen

Variable Skalenniveau Testverfahren Korrelationstatistische
koeffizient Signifikanz

Alter der Patientin verhaltnisskaliert Korrelatitosffizient | -0,46 signifikant auf

nach Pearson dem Niveau von
0,05 (2-seitig)

Her2-neu-Status nominalskaliert Rangkorrelation hna6,34 /
Spearman

Ostrogen- / Progesteron-nominalskaliert Rangkorrelation nac¢tD,19 /

Rezeptorstatus Spearman

TumorgréRe nach UICC ordinalskaliert Rangkorrelation na¢h0,26 /

2002 Spearman

Anzahl befallenerl verhaltnisskaliert| Korrelationskoeffizient -0,06 /

Lymphknoten nach Pearson

Grading nach Elston ungdordinalskaliert Rangkorrelation nach0,24 /

Ellis Spearman

Nottingham- ordinalskaliert Rangkorrelation na¢h0,16 /

Prognosescore Spearman

Tabelle 5: Korrelationsanalyse der Rad51-RNA-Kopiemahl mit verschiedenen Parametern

Bei den Patientenproben fand sich eine negativeekadion zwischen dem Vorhandensein
von Rad51 mRNA im Serum und dem Alter der Patierdmnm Zeitpunkt der
Blutentnahme. Allerdings beruht dieses Ergebnislediglich drei von 36 Serumproben,
in denen Rad51 nachweisbar war. Weitere Korrelahaind nicht erkennbar.

3.3.4 _Hoj-1-Bestimmung

3.3.4.1 Ergebnisse der quantitativen Hoj-1-Bestimgu

Von 36 Serumproben von Mammakarzinompatientinnen iwavier Proben (entspricht
11.1%) eindeutig Hoj-1 detektierbar, in diesen éféilvar Hoj-1 in beiden Aliquots einer
Doppelbestimmung mit Gber 100 Kopien / ml Serunekiggrbar.

Bei den 19 Kontrollproben konnte Hoj-1 in siebemb&n (entspricht 36,8%) eindeutig
detektiert werden. In der Quantitat der gemesseKepienzahlen gab es keinen

signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgrapund der Patientengruppe.
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50000 Abbildung 25: Boxplot
der Hoj-1-RNA-Kopien
%10 pro ml Serum bei der
Kontroll-  und  der
Patientengruppe
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Proben-Gruppe

Der Median betrug bei der Patientinnengruppe nupikn, bei der Kontrollgruppe lag
dieser bei 775 Kopien Hoj-1 pro ml Serum. Bei degrugproben, in denen Hoj-1
nachgewiesen wurde, lagen die Kopienzahlen derrilbgituppe und der Patientengruppe
im selben Bereich.

3.3.4.2 Korrelationen von Hoj-1-RNA im Serum deti®aengruppe mit verschiedenen

Variablen
Variable Skalenniveau Testverfahren Korrelationg-statistische
koeffizient Signifikanz
Alter der Patientin verhaltnisskaliert  Korrelati@osffizient | -0,01 /
nach Pearson
Her2-neu-Status Nominalskalierf ~ Rangkorrelation hnp6,06 /
Spearman
Ostrogen- / Progesteron-Nominalskaliert | Rangkorrelation na¢h0,39 /
Rezeptorstatus Spearman
TumorgréRe nach UICC ordinalskaliert Rangkorrelation  na¢hD,09 /
2002 Spearman
Anzahl befallener verhaltnisskaliert| Korrelationskoeffizient -0,19 /
Lymphknoten nach Pearson
Grading nach Elston undordinalskaliert Rangkorrelation  na¢hD,2 /
Ellis Spearman
Nottingham- ordinalskaliert Rangkorrelation  nag¢hD,11 /
Prognosescore Spearman

Tabelle 6: Korrelationsanalyse der Hoj-1-Kopienzahlmit verschiedenen Parametern
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Bei den Patientenproben fand sich unter den gegebBedingungen keine Korrelation
zwischen einem Nachweis von freier Hoj-1 mMRNA intuU®e und einem Prognosefaktor

des Mammakarzinoms.

3.3.5 Unterschiede der Serum-RNA zwischen hormadiatihen und hormon-

unabhéangigen Tumoren

6000 Abbildung 26: Boxplot-
Darstellung der Ki-67-
Kopien / ml Serum bei
5000 1 *M4 hormonrezeptor-

positiven bzw.

negativen Tumoren
4000 1

3000 1
20001
1000 9

Bue
0 o

N= 6 30

Ki-67-Kopien / ml Serum

negativ positiv

ER/PR-Rezeptorstatus

Ki-67 mRNA konnte nur im Serum von Mammakarzinongrainnen detektiert werden,
deren Tumor Hormonrezeptoren exprimiert. Allerdingag der Median der

nachgewiesenen Ki-67 Kopien auch bei den hormomajgpén Tumoren bei null.
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3000 Abbildung 27: Rad51-
Kopien im  Serum,
#29 dargestellt nach dem
KM Ostrogen- und
Progesteronrezeptor-
status

Rad51 ist in 22 Proben

2000 9

c eindeutig detektierbar
g oder nicht detektierbar
n (siehe 2.4.11), davon sind
= 18 Proben Hormon-
% 10001 rezeptorabhangig.
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Ebenso wie Ki-67 konnte auch Rad51 nur im Serum \Emauen mit einem
hormonabhangigen Mammakarzinom nachgewiesen weiienmRNA-Spezies konnte
jedoch auch bei den rezeptorpositiven Tumoren mairéi von 18 Proben gezeigt werden,
der Median betrug bei beiden Gruppen null.

7000 Abbildung 28: Hoj-1
Kopien im Serum von
B E— Patientinnen mit
Hormonabhangigem
oder  —unabhéngigem
5000 1 Mammakarzinom

HKM17
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mehr als drei

*M12 Kastenldngen aufRerhalb
liegen
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Hoj-1-Kopien / ml Serum

" . u In 18 Proben war Hoj-1
negativ positiv definitiv. messbar oder

eindeutig negativ.
ER/PR-Rezeptorstatus

Von den Proben, in denen ein eindeutiges Ergelari$idj-1-Detektion vorlag, waren vier
Hormonrezeptor negativ und 14 positiv. Hoj-1-RNArdel in allen Rezeptornegativen
Seren nachgewiesen. Bei den Proben von Patientinméh Ostrogen- oder
Progesteronsensitivem Mammakarzinom war Hoj-1 ireizwon 14 Fallen im Serum

vorhanden.
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3.3.6 Korrelieren in den einzelnen Proben GAPDH,-6Ki Rad51 und Hoj-1

miteinander?

Eine Korrelation der vier detektierten mRNA-SequeEmzmiteinander konnte in den
einzelnen Proben nicht gesehen werden (siehe \K&jler besteht eine Assoziation von
Hoj-1, Ki-67 oder Rad51 mit einer im Vergleich zendanderen Proben hohen oder
niedrigen Anzahl an GAPDH-Kopien im Serum, nochstasch aus dem Vorhandensein

von einer der mMRNA-Spezies auf die Existenz andarkulierender RNA schliel3en.
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4 Diskussion

4.1 Zellkulturergebnisse

Neun verschiedene Tumorzelllinien wurden beispielhdir unterschiedliche
Tumorentitdten untersucht. Dasusekeeping-Gen GAPDH konnte in allen untersuchten
Tumorzelllinien mit jeweils ber I0Kopien in der cDNA aus 12ng Gesamt-RNA
vergleichbar gut detektiert werden. Die nachgewiesekopienzahlen der drei potentiellen
Tumormarker variierten hingegen deutlich zwischeam drerschiedenen Zelllinien und
lagen zwischen nicht detektierbar (Hoj-1 in BJAB)H®,7x18 Kopien(Rad51 in BJAB) in
der cDNA aus 12ng Gesamt-RNADie absoluten Mengen an Rad51- und Ki-67-RNA
verhielten sich dabei in allen untersuchten Ze#lngleichartig, wobei in allen Fallen
mehr Rad51- als Ki-67-Kopien nachgewiesen werdemtan. Hoj-1 zeigte dagegen eine
deutlichere Variation zwischen den Tumorzelllini&ao. war in BJAB-Zellen im Gegensatz
zu Rad51 und Ki-67 keine Hoj-1-mRNA nachweisbard um HEP-G2- und JURKAT-
Zellen lag die Anzahl der detektierten Hoj-1-mRNAp{en unterhalb der von Ki-67. In
den Zelllinien MDA-MB-231, HelLa, HEC-1A, LNCAP unBCV war weniger Hoj-1-
MRNA als Rad51-mRNA nachweisbar, jedoch lag dieokhibs Menge an Hoj-1-mRNA
Uber der Ki-67-mRNA-Menge.

In der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 waren als eg&iTumorzelllinie mehr Hoj-1-
MRNA Kopien nachweisbar als Rad51- oder Ki-67-mRNach einer Normierung der
absoluten RNA-Werte auf die Expression von GAPDH wa&ser Unterschied noch
deutlicher erkennbar. Somit erscheint Hoj-1 als epoéller Tumormarker zur
Brustkrebsdiagnostik besonders geeignet. AuRerdames/im Zellkultursystem maoglich,
anhand der Hoj-1-Expression zwischen der hormopteggositiven
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und den hormonrezeptgativen Brustkrebszellen
MDA-MB-231 zu unterscheiden. Da der Hormonrezep&tus Auswirkungen auf die
Prognose von Malignomen der Brustdrise hat, komfagl auch als Prognosefaktor
bedeutsam sein.

Die einzige nicht-transformierte Zelllinie, die emucht wurde, waren Fibroblasten. Hier
lag die nachweisbare Menge an Hoj-1-mRNA ebeni#tker der detektierten Kopienzahl
von Rad51- und Ki-67-mRNA. Die Hoj-1-Expression @&thand der vorliegenden Daten
und der aktuellen Literatur nicht erklarbar. Eimgetpretationsmdoglichkeit liegt in der
Proliferationsstimulation durch das ZellkulturmeadiuDie Fibroblasten-Kultur wurde als

einzige Zelllinie in einem Nahrmedium kultiviertasl 20% FKS enthielt. Alle anderen
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Zelllinien erhielten ein Medium mit einem Zusatz nvd0% FKS. Im FKS sind
Wachstumsfaktoren enthalten, die Einfluss auf Rn@tionsfaktoren der Zellen haben.
Eine verdoppelte FKS-Konzentration im Medium konmdeher auch die erhdhte
Expression von Hoj-1 bedingen. Im Widerspruch dstett jedoch die deutlich niedrigere
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in Hitfasten im Vergleich zu den neun
Tumorzelllinien. Die Ergebnisse der Hoj-1-Expressim Fibroblasten, die aus einer
Hautprobe eines gesunden Mannes gewonnen wurdetendauf eine mogliche Storgrolie
bei Hoj-1-Detektionemn vivo hin.

Anhand von Zellzahlungen vor der RNA-Préparatiomnkentrationsbestimmungen der
praparierten RNA sowie quantitativer PCR aus delNA&Dron 12ng Gesamt-RNA Iasst
sich berechnen, wie viele Kopien einer bestimmt&ARSpezies pro Zelle nachweisbar
sind. Aufgrund einer nicht ausreichend grol3en Bi@azi der Zellzahlung und der
Konzentrationsbestimmung sind die errechneten Wedech eher als Tendenz denn als
Absolutwerte zu verstehen. Fur die Mammakarzinohnziel MCF-7 liel3 sich ermitteln,
dass aus einer einzelnen Zelle durchschnittlictbesieHoj-1-cDNA Kopien detektiert
werden konnten (Standardabweichung?2 Kopien). In Bezug auf zirkulierende
Tumorzellen im Serum bedeutet dies, dass mit derliegenden Methode ein
nachweisbares Signal produziert werden konnte, wehriTumorzellen pro ml Serum
rupturiert wéaren. Da nachgewiesen wurde, dass aabghbmen durchschnittlich £0
Tumorzellen pro Tag und pro Gramm Tumorgewebe i@ Rlutzirkulation Ubergehen
(Carmeliet und Jain, 2000), ist diese Menge thesmtetleicht erreichbar. Allerdings ist
fraglich, ob RNA aus destruierten Tumorzellen teltdigdh praparierbar ware. So konnte
gezeigt werden, dass exogene RNA, die in Serumtt@gewird, innerhalb weniger
Sekunden durch RNasen abgebaut wird und nicht chelsh eine real-time PCR detektiert
werden kann (Tsui et al, 2002). Diese exogene RBIAmit intrazellularer RNA aus

rupturierten Tumorzellen strukturell vergleichbar.

4.2 Bedeutung der RNA-Expression in Leukozyten

Das Blutserum, aus der die Isolierung der zirkelelen RNA erfolgte, ist zellfrei.
Allerdings kann ein Rupturieren einzelner Blutzelleei der Blutentnahme oder bei der
anschlieBenden Zentrifugation der Serummonovettht nausgeschlossen werden. Ein
Persistieren von zellularer RNA im Serum ist trder vorhandenen RNasen theoretisch
denkbar. Eine Ribonukleinsaure, die als potentidliamormarker in Frage kommt, sollte

somit in Blutzellen nicht exprimiert werden. Das$ i den Uberpriften RNA-Spezies
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Hoj-1, Ki-67 und Rad51 der Fall. Erklart werden kardie Abwesenheit von
Proliferationsfaktoren und anderen potentiell dasn®rzellwachstum fordernden RNA-
Markern dadurch, dass Blutzellen erst als reifdefieden Blutkreislauf erreichen. Die
Neubildung und Differenzierung erfolgt zuvor im Kinenmark. Reife Blutzellen
exprimieren nur noch die mRNA fur essentielle Frales Zellstoffwechsels. Vor allem
Granulozyten, die den Hauptanteil der kernhaltiBértzellen darstellen, zeigen nur eine

minimale Proteinsynthesefahigkeit.

4.3 Bestimmung der mRNA-Marker im Serum

In allen der 45 untersuchten Serumproben war GARPERNA nachweisbar. Dieses zeigt,
dass es mit der verwendeten Methode grundsatzlighglioh ist, detektierbare
zirkulierende RNA aus Blut zu isolieren.

Mit keinem der vier detektierten RNA-Marker warles der verwendeten Methode jedoch
maoglich, zwischen Patientenproben und der Kontrefige zu unterscheiden. Urséchlich
dafir konnten entweder suboptimale Versuchsbedmgyunder biologische Griinde sein.
Im Anschluss an die in dieser Arbeit vorgestelltEergebnisse wurde im Rahmen einer
Kooperation eine zweite Analyse von RNA aus Plaslaechgefiihrt. Dabei wurde die
cDNA von Hoj-1, Ki-67, Rad51 und GAPDH in Proben nvdMammakarzinom-
patientinnen, Patientinnen mit Fibroadenomen demMa sowie gesunden Frauen
detektiert. Bis auf die RNA-Isolierung wurde dabseBystem zur Analyse verwendet wie
in dieser Arbeit, auch die Chemikalien waren grif&ds identisch. Als Ergebnis erwies
sich Hoj-1 als potenter Marker zur Diskriminierungischen einem Mammakarzinom und
einem gutartigen Fibroadenom.

Die RNA-Isolierung wurde fir diese Versuche mit eginaktivierten Silikaldsung
durchgeflhrt, die durch eine Aufschlemmung mit Sélere eine positive Ladung erhalten
hatte (Tamkovich et al., 2004). Diese Methode wachaflir die vorliegende Arbeit in
Betracht gezogen worden. Fur den Array, der als&such dieser Analysen auf Hoj-1 als
maoglichen Tumormarker hingewiesen hatte, wurdeSdiram-RNA ebenfalls nach diesem
Verfahren prapariert.

Doch obwohl sich in Vorversuchen gezeigt hattesdhsch die Methode mit aktivierter
Silikasuspension extrazellulare RNA effizienter lisd wurde, waren die Ergebnisse
schwerer reproduzierbar und weniger konstant aleinem kommerziellen Saulensystem.
Aus diesem Grund war die Wahl auf ein Kit mit eidikasdule gefallen.

Die Ergebnisse der Kooperationsgruppe zeigen jediesds das im Rahmen dieser Arbeit
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etablierte System zur Detektion von Hoj-1 sensitirgebnisse ermdglicht, sofern eine
geeignete RNA-Praparation vorliegt. Diese Versudbmonstrierten zudem die Eignung

von Hoj-1 als Tumormarker fir das Mammakarzinom.

43.1 Ki-67

Unter den gewahlten experimentellen Bedingungerekert Ki-67-mRNA im Serum von
Mammakarzinompatientinnen nicht mit dem Grading Besors. Da eine Fragmentierung
extrazellularer RNA gezeigt werden konnte (El-Hefpaet al., 2004), kommt als Ursache
fur falsch-negative Ergebnisse die Amplikonlanga 201bp in Betracht. Andererseits war
es mit dem verwendeten Amplikon mdglich, freie KH&IRNA im Urin zu detektieren
und dort einen Zusammenhang zum Harnblasenkarzinonerkennen (Menke et al.,
2004). Ob ein Unterschied zwischen zirkulierend®&ARIim Urin und im Blutserum
besteht, ist bislang nicht bekannt.

In nachfolgenden Experimenten einer kooperierendidreitsgruppe konnte jedoch nach
einer anderen RNA-Préparation mit demselben Systénin der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass ein statistisch signifikakbeterschied zwischen Ki-67-Kopien im
Plasma von gesunden Frauen (n=21) und im Plasma voibehandelten
Mammakarzinompatientinnen (n=22) besteht. Aul3erklerrelierte die Ki-67-Kopienzahl
im Plasma mit der Anzahl der GAPDH-Kopien. Nachsdie Ergebnissen kdnnte Ki-67-

MRNA ein geeigneter Marker zur Mammakarzinomdiaghkain.

4.3.2 Rad51

Nach den vorliegenden Ergebnissen korreliert Rad®il Serum nicht wie im
Tumorgewebe mit dem histologischem Grading und d@strogenrezeptorstatus. Beim
Hormonrezeptorstatus zeigt sich sogar eine gegeggad endenz: Wahrend Rad51 im
Tumorgewebe mit Hormonrezeptornegativen Zellen zagso ist, konnte es extrazellular
nur im Serum von Patientinnen mit rezeptorpositifemoren gefunden werden. Dieses
Ergebnis beruht jedoch lediglich auf drei von 36ruB®roben, in denen Rad51
nachweisbar war.

Eine Fehlerquelle bei den gewahlten Versuchsbedggu konnte in der Lange des
Rad51-Amplikons von 551bp liegen. Denn es bestaktRisiko, dass vorhandene Rad51-
Transkripte durch Fragmentierung nicht die erfdidee Transkriptlange zur
Hybridisierung beider Primerpaare aufweisen. Zuteaen sind die Versuchsbedingungen

fur die PCR-Reaktion bei einer Amplikongré3e b80Hdp nicht mehr optimal (Bustin,
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2000). So konnte die Elongationszeit von einer N#reu kurz gewesen sein, obwohl die
Amplifikation der Rad51-Standards moglich war.

4.3.3 Hoj-1

Unter diesen Versuchsbedingungen erscheint Hoj-1 Serum nicht als geeigneter
Tumormarker fir Mammakarzinome. Es gelang wedekensistenter Nachweis von Hoj-
1 in den Serumproben der Mammakarzinompatientinnenh ist anhand der Detektion
eine Unterscheidung zur Kontrollgruppe mdoglich. Au&orrelationen zu klinisch-
pathologischen Parametern oder Prognosefaktordmssht erkennbar.

Doch anschliel3ende Versuche einer kooperierendeeitdgruppe zeigen, dass durch eine
Versuchsanderung bei der RNA-Préparation die Ucieidung zwischen
Mammakarzinompatientinnen und gesunden Frauen sdviieoadenompatientinnen
anhand der Hoj-1-Expression mdoglich ist (siehe.4Z8§em ist eine Korrelation zwischen
Hoj-1 und GAPDH im Serum zu erkennen. Somit scheast negative Ergebnis der Hoj-1-
Analyse in der vorliegenden Arbeit kein biologisshBroblem zu sein, sondern eine
experimentelle Ursache zu haben.

Zusammen mit den Ergebnissen des Arrays und déulteren erscheint Hoj-1 damit als
der beste Marker unter den vier Getesteten. Zuderd t#oj-1 in Blutzellen nicht
exprimiert, so dass eine hohe Spezifitdt der Meathodglich ist: falsch-positive Werte
durch zellulare mRNA aus zerstorten Leukozyten sitit zu erwarten.

Daher sollten mit dem gleichen System, aber verd@mdeRNA-Isolation weitere
Experimente erfolgen, um die Eignung von Hoj-1 &lsnormarker darzustellen. Dabei
sollte eine Analyse der Korrelation zum Hormonreaegiatus erfolgen und tberprift

werden, ob mit Hoj-1 Aussagen zum Grading odefPzognose gemacht werden kdnnen.

4.3.4 GAPDH

GAPDH war in allen untersuchten Serumproben nackiem. Der Durchschnittswert der
GAPDH-Bestimmung bei den Patientenproben lag beidx®’ Kopien/ml
(Standardabweichung 1,4X1Bopien/ml), bei der Kontrollgruppe bei 4,3X1Ropien/ml
(Standardabweichung 4,4xX1Kopien/ml).

In der Literatur sind nur wenige gPCR-Daten Uberpi€nzahlen von zirkulierender
GAPDH-mRNA im Blut verfigbar, die zudem alle vonrdgleichen Arbeitsgruppe
stammen. Die Angaben liegen im Bereich von 0,1+bhgbei einer GAPDH-Gr6Re von
5378 Basen entspricht das etwa 3X48x10** Kopien/ml (Ng et al., 2002; Tsui et al.,

2002). Eine andere Gruppe konnte mit einem aufrekrenz basierendem SYBR-Green-
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Assay bei gesunden Frauen und bei Mammakarzinoempainen im Plasma GAPDH-
Konzentrationen zwischen null und 291ng/ml feskstel(Laktionov et al., 2004). Die
Nachweisgrenze dieser5 Methode liegt jedoch beg/tdh(Morozkin et al., 2003). Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse einer anfldyeitsgruppe, die im Plasma flr die
Gesamt-RNA Konzentrationen von 1-10ng/ml ermitt@ieHefnawy et al., 2004).

Ein Unterschied zwischen Tumorpatienten und Gesunstedabei anhand der GAPDH-
Kopienzahl im Serum nicht ersichtlich. Auch bei danschlielenden Detektionen der
kooperierenden Arbeitsgruppe mit dem gleichen Systeigte sich kein Unterschied in
der GAPDH-Kopienzahl zwischen gesunden Frauen atiéiinnen mit einem gutartigen
oder bosartigen Tumor der Brustdriise.

In der vorliegenden Arbeit wurde GAPDH als interrfétandard verwendet, der das
Vorhandensein von detektierbarer RNA nach der Padipa sicherstellen sollte. Dieses
Ziel wurde erreicht.

Uber das Potential von GAPDH als Tumormarker wubgeeits diskutiert. So wurde
stellte Revillion fest, dass beim Mammakarzinom iffumorgewebe negative
Korrelationen bestehen zwischen der GAPDH-Expressiod einem Alter von Uber 40
Jahren bei der Diagnose sowie dem Ostrogen- urgeBi@ronrezeptorstatus. Eine positive
Korrelation wurde zwischen der GAPDH-Kopienzahl whein histologischem Grading
gesehen. Die Konklusion der Autoren ist eine Assioa von der GAPDH-Expression mit
der Zellproliferation bei Brustkrebs und der Aggiggéat des Tumors (Revillion et al.,
2000). Diese Ergebnisse sind mit der verwendetethddie extrazellular im Serum nicht

zu bestatigen.

4.4 Vergleich der Zellkulturergebnisse mit denen asi Serum

Die Ergebnisse der Zellkultur lassen sich mit derwendeten Methode im Serum nicht
bestatigen. Die Marker Ki-67, Rad51 und Hoj-1 werdie@ Zellkultursystem exprimiert,
finden sich aber nicht in allen Serumproben von Mekarzinompatientinnen wieder.
Schon im Verhaltnis zwischen den Kopienzahlen derschiedenen Marker gibt es
deutlich Unterschiede. Wéahrend im Zellkultursystaie Differenz zwischen GAPDH und
den anderen drei Markern mindesteng hétragt, sind die Unterschiede im Serum um
mehrere Zehnerpotenzen geringer. In einer Serurepdel Kontrollgruppe konnte sogar
mehr Hoj-1 als GAPDH detektiert werden.

Allerdings wurde bei dieser Fragestellung extradéie RNA mit Zellularer verglichen.

Die zirkulierenden Nukleinsauren unterscheiden sialch den aktuellen Erkenntnissen
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nicht nur durch den Degradationsschutz von zekBul®&NA. So wurde festgestellt, dass
RNA im Serum zumindest grof3tenteils fragmentientiggt (El-Hefnawy et al., 2004).
Diese Tatsache hat eine groRe Bedeutung fur dielif\agion mit einer PCR-Reaktion,
denn gerade bei Amplikonldngen von tber 100bp heslie Gefahr, dass jeweils nur ein
Primer hybridisieren kann und nicht beide. Sontitess denkbar, dass mit einem gleichen
Primerpaar extrazellular ein deutlich geringer zZerdsatz der RNA-Kopien detektiert
werden kann als intrazellular. Variationen konraech dadurch zustande gekommen sein,
dass die verwendeten Primerpaare nicht alle imclggei Bereich der jeweiligen
Ribonukleinsauren liegen.

Die unterschiedlichen Expressionen der Marker leerehormonrezeptorpositiven und
einer hormonrezeptornegativen Zelllinie lassen sidmnter den gewdahlten
Versuchsbedingungen im Serum nicht reproduzierdierdings wurde fur jede Gruppe
nur eine Zelllinie untersucht, die jeweils aus délamorgewebe eines einzelnen
Mammakarzinoms etabliert wurde. Fur ein reprasemsitZellkulturergebnis ware die
Uberpriifung einer groReren Anzahl von Mammakarzuzaitiinien notwendig gewesen.
Zudem handelt es sich bei Zellkulturen um ein iaréfles System. Die vielfaltigen
Einflisse des Organismus auf einen Zellverband aketf stattdessen erfolgt eine
Wachstumsstimulation durch das Medium. Dadurch s@andh Auswirkungen auf die
Expression von Proliferationsfaktoren, zu denenspelsweise auch Ki-67 gehort,

maglich.

4.5 Eignung eines Arrays zur Etablierung neuer Tumomarker

Nach den vorliegenden Ergebnissen erscheint eiayAmit gepoolten Proben zunachst
nicht geeignet zur Etablierung eines neuen Tumdtenar Der Marker Hoj-1, der bei den
Mammakarzinomproben im Gegensatz zu den Serumprafesunder Frauen ein
signifikantes Signal ergab, stellte sich im Einaelmwveis als nicht sensitiv zur
Unterscheidung zwischen den beiden Gruppen heraus.

Allerdings wurde die Serum-RNA fur den Array andgngipariert als fiur die PCR-
Einzelbestimmungen: Die Isolierung fur den Micraegrerfolgte nach einem Protokoll mit
aktivierter Silikasuspension und unter variierteunff€bedingungen (Tamkovich et al.,
2004). Nach dem gleichen Protokoll wurde auch ven kiboperierenden Arbeitsgruppe
extrazellulare Plasma-RNA isoliert (siehe 4.3). Bier RT-gPCR wurde hingegen auch in
den im Anschluss an diese Abrbeit durchgefuhrtersMehen das gleiche Protokoll wie
beschrieben (siehe 2.4.7 und 2.4.11) verwendetd®sen Versuchen zeigte sich analog
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zum Array erneut, dass mit Hilfe des Markers Hogihe Unterscheidung zwischen
Patientinnen mit Mammakarzinom und gesunden Framéglich ist. Somit konnte das

Ergebnis des Arrays nachtréglich im Einzelnachwewstétigt werden.

In der Literatur werden Arrays bevorzugt verwendeb, Gruppen von Genen zu erkennen,
dessen Uberexpression mit bestimmten Prognoseéaktorreliert (Perou et al., 2000;

Sorlie et al., 2001; van't Veer et al., 2002; Ahrak, 2002; van de Vijver et al., 2002;

Ramaswamy et al., 2003). Bei Einzelproben ist Bs eeitaufwendige und kostenintensive
Methode, die zur Routinediagnostik ungeeignet ist.

Dagegen erscheint es praxisrelevanter, in einerayAmit gepoolten Proben potentielle
Marker herauszufinden und diese dann im Einzelnachwnit PCR zu testen. Im

vorliegenden Fall war es durch den Array moglicimee bislang nicht beschriebenen

potentiellen Tumormarker fir das Mammakarzinom iadg§ zu machen.

4.6 Diagnostische Anwendbarkeit des Verfahrens mitDiskussion moglicher

Fehlerquellen

4.6.1 Blutentnahme

Das verwendete Serum wurde bei der Patientengrapgeer zusétzlichen Monovette im
Rahmen einer Routineblutentnahme gewonnen, wahbkendder Kontrollgruppe die
Venenpunktion ausschlieZlich fir diese Studie gtéol Wird das Serumrdhrchen zur
RNA-Praparation zuerst abgenommen, wie es bei derir&llproben der Fall war, ist die
Gefahr einer Kontamination mit Hautzellen am graQt&uch in der Literatur wird eine
Verunreinigung durch Epithelzellen bei der Blutexitme als Quelle fur falsch-positive
Resultate diskutiert (Gilbey et al., 2004).

Die PCR-Versuche mit cDNA aus Fibroblasten ergabdass diese mehr Hoj-1
exprimieren als Rad51 und Ki-67. Diese Primarze#liwurde aus einer Hautprobe eines
gesunden Menschen etabliert. Somit kdnnten Bindelgszellen der Haut vor allem fir
die Hoj-1-Kopien, die in den Serumproben der Koigrappe detektiert wurden, ein
Ursprung sein. Zukinftig koénnte diese Fehlerquallmgangen werden, indem bei

Blutentnahmen fir eine RNA-Analyse immer die eMtmovette verworfen wird.

4.6.2 Behandlung der Serumréhrchen

Neben der Blutenthahme bei Mammakarzinompatientinnerfolgte auch die
Zentrifugation und Gewinnung des Serums sowie ddmd&&gefrieren in der Klinik fur

Frauenheilkunde und Geburtshilfe in Libeck. Dentatstand bis zum Einfrieren einer
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Probe war nicht normiert. Auch der Zeitraum, in eerdie Proben bei -80°C gelagert
wurden, variierte. Fur zellulare RNA gilt, dass &ilokleinsauren bei Raumtemperatur
degradieren und deshalb ein zugiger Arbeitsablaufiihlung auf Eis notig ist. Dieses
spricht grundsatzlich fur ein Degradationsrisikollfeger Serum-RNA bei Raum-
temperatur.

Es gibt jedoch auch Experimente Uber die Stab#ixitazellularer RNA, in denen gezeigt
wurde, dass diese mehrere Stunden nach der Blatengstabil bleiben (Kopreski et al.,
1999). Eine Arbeitsgruppe um Tsui empfiehlt die &fbeitung extrazellularer RNA
innerhalb von 6 Stunden (Tsui et al., 2002), watrEl-Hefnawy die Stabilitat in einem
Zeitrahmen von 3 Stunden beobachtete (El-Hefnavay, &004).

Als kritischer fur die Integritat der RNA gilt d&Snfrieren und Auftauen von Proben. In
dieser Arbeit wurde die RNA in der Regel zweimahatkgefroren und aufgetaut:
zunachst im Serum und dann als préaparierte RNAwidahen erfolgte die Lagerung bei -
80°C. Kopreski konnte nachweisen, dass RNA bei makr zwei Frier-Tau-Zyklen
degradiert wird (Kopreski et al., 1999). AuBerdemrae in dieser Studie gezeigt, dass
RNA nur stabil bleibt, wenn nach dem ersten Auftadee Préaparation innerhalb von 15
Minuten erfolgt. Im Rahmen der vorliegenden Arbaitnte kein Unterschied beobachtet
werden zwischen dem RNA-Gehalt der Proben, die mbrhPraparation sofort revers
transkribiert und in der PCR analysiert wurden walethen, die vor der cDNA-Synthese
erneut eingefroren wurden.

Als weitere denkbare Fehlerquelle wird eine Beasdglng der Zytokinproduktion der
Blutzellen nach der Blutentnahme durch koagulafiindernde Zuséatze in den Monovetten
diskutiert (Gilbey et al., 2004). Da der Zeitraunonv der Blutentnahme bis zur
Zentrifugation des Serumréhrchens variierte, korateh dadurch eine veranderte RNA-

Zusammensetzung im Serum vorgelegen haben.

4.6.3 RNA-Isolierung

Grundsatzlich bereitet die RNA-Isolation aus Plagmer Serum mehr Schwierigkeiten als
eine Praparation aus anderen Medien, da im Bl@ kohe Proteinkonzentration vorliegt
(El-Hefnawy et al., 2004). Den Hauptanteil machbuxhin aus. Die Proteine verandern
durch ihre Pufferkapazitdt den pH-Wert der zur i&sohg eingesetzten Puffer und
erniedrigen dadurch die Effizienz der Aufarbeitung.

Die Probleme durch die verwendete Isolierungsmethedrde bereits im Unterpunkt 4.3
diskutiert. In der vorliegenden Arbeit erfolgte di¥éparation der RNA mit RNedsy
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MIDI-Saulen, die eine Silikamembran enthalten. Rilddeinsduren absorbieren daran ab
einer Lange von 200 Basenpaaren, wobei die BindungrofReren Molekillen effektiver
ist. Dieses ist ein Nachteil bei der Isolierung varkulierender RNA, die laut Studien
zumindest zum Teil fragmentiert vorliegt.

Vor der Aufarbeitung der Patientenproben wurden nerehlsolierungsverfahren getestet.
Kommerziell erhaltliche Isolierungskits standen elain Vordergrund, um die Prozedur
im Hinblick auf eine spatere klinische Routineandiamgy so standardisiert wie moglich zu
gestalten. Es wurde eine Serumprobe mit einer idefam Menge MRNA versetzt,
aliquotiert und parallel mit verschiedenen Methogeipariert. Anschliel3end erfolgte nach
einer cDNA-Synthese die Auswertung durch eine dtente GAPDH-Bestimmung. Das
RNeasy MIDI-Kit lieferte dabei die konstantesten ErgelsgisDie Ausbeute an Gesamt-
RNA wurde bei diesen Vergleichen jedoch ebenso gvbericksichtigt wie die isolierten
Hoj-1, Ki-67 oder Rad51-Kopien.

Bei einem Vergleich verschiedener Isolierungsmethdcam El-Hefnawy zu dem Schluss,
dass die gebrauchlichen Membranen aus Silika odadlul@se nur eine ineffektive
Isolation fragmentierter Serum-RNA zulassen. Digl3ge RNA-Ausbeute wurde in dieser
Studie mit einer Phenol-Chloroform-Extraktion gewoan (El-Hefnawy et al., 2004).

Die Methode mit aktivierter Silika beruht ebenscewdie Phenol-Chloroform-Extraktion
auf dem Prinzip der Prazipitation. Damit sind ndelm vorliegenden Ergebnissen deutlich

gréRere Ausbeuten mdoglich.

4.6.4 cDNA-Synthese

Die Reverse Transkription gilt im Vergleich zur PGS Reaktion mit einer hohen
Fehlerwahrscheinlichkeit. Einfluss auf die Ausbedée cDNA-Synthese haben Sekundéar-
und Tertiarstrukturen der mRNA, Variationen in @gfizienz der Primer sowie mdgliche
Inhibitoren in biologischen Proben.

In dieser Arbeit erfolgte die Reverse Transkriptioit zufalligen hexamer Primern. Als
Alternativen wirden oligo(dT)-Primer und Gen-spiszifie Primer in Betracht kommen.
Studien Uber die Effizienz der Reversen Translaip@rgaben, dass keine Primingstrategie
fur alle Gene die besten Ergebnisse bringt, sondass bei unterschiedlichen cDNA-
Spezies auch andere Primer effizienter sein ko(&&hlberg et al., 2004).

Fur diese Arbeit sollte jedoch eine einheitlicherffigmethode verwendet werden, da die
RNA-Eluate einer RNea8ySaule komplett in die Reverse Transkription eiggim und
erst nach diesem Schritt fir die PCR mit spezigscRrimern aliquotiert wurden. Fur eine
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Teilung der Proben vor der cDNA-Synthese genlgte Alasgangsmaterial nicht. Die
Verwendung Gen-spezifischer Primer wére somit nigtitglich gewesen. Gegen die
Verwendung mRNA-spezifischer Oligo(dT)-Primer spracdass die in der PCR
amplifizierten Sequenzen jeweils an verschiedergsitiBnen der mRNA liegen. Je weiter
am 5-Ende die Sequenz liegt, desto geringer ist \Mahrscheinlichkeit, dass eine
erfolgreiche Reverse Transkription der gesuchtequ&ez stattfindet. Somit wurden die
Versuche mit Hexamer Primern durchgefuhrt.

46.5 PCR

Bei der quantitativen PCR wurde ein TagMan-Systamwendet. Diese Methode erwies
sich in Vorversuchen als sensitiver als Amplifiban mit SYBR Green (siehe 2.4.11)
oder mit LUX™ Primern der Firma Invitrogen, bei @eneiner der beiden Primer den
fluoreszierenden Farbstoff tragt. Eine Steigerungr dErtragsmenge konnte aber
maoglicherweise mit einer verlangerten Elongatioitsgeeicht werden, da die Lange der
amplifizierten Sequenzen bei Ki-67 und Rad51 Gi8&hp betragt.

AulRerdem wurden bei der quantitativen PCR jewea#salDNA-Proben aus dem Serum
mit Standards bekannter Kopienzahl verglichen. Alandards wurden linearisierte
Plasmide verwendet, in denen die entsprechendeeBe@ls Insert enthalten ist. Diese als
Matrix fur die Amplifikation verwendete Sequenz warurspringlich aus zellularer RNA
gewonnen. Bislang ist nicht genug Uber zirkulieeemMilkleinsduren bekannt, um einen
Vergleich zwischen Standards aus Plasmid-DNA urmdb&r mit extrazellularer cDNA als
madgliche Fehlerquelle auszuschliel3en.

4.6.6 _Auswertung

Der Uberwiegende Anteil der Patientenproben stammwb® Frauen mit einem
dstrogenrezeptorpositiven Mammakarzinom ohne lyrgphe Metastasierung (23 von 36
Proben = 63,9%). Nach den bislang bekannten Prefmidsren, die auch in dieser Arbeit
zur Auswertung verwendet wurden, gelten diese Temalfs prognostisch gunstig. Es sind
jedoch auch bei diesen Tumoren progrediente Vexlédaekannt, ohne dass diese bislang
vorausgesagt werden konnten. Einer Arbeitsgruppengees, anhand der Expression von
21 Genen im Tumorgewebe Ostrogenrezeptorpositivaiiakarzinome ohne lymphogene
Metastasierung in drei Kategorien mit niedriger, ttimier und hoher
Rezidivwahrscheinlichkeit einzuteilen. Eine Analysgch zehn Jahren Beobachtungszeit
ergab, dass die Rezidivrate in der Gruppe mit dexdrigen Risiko signifikant geringer

war als in der Hochrisikogruppe (Paik et al., 2004)diesem Assay wurde unter anderem
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ki-67 verwendet. Dementsprechend konnten die vesetem Prognosefaktoren fur das
vorliegende Patientenkollektiv nicht aussagekrafgignug sein. Sinnvoller wéare eine
Nachbeobachtung der eingeschlossenen Patientirb@neinen geeigneten Zeitraum, um
anhand der Uberlebensraten und der Rezidivhaufigkei Uberpriifen, ob einer der
untersuchten Marker im Serum mit der Prognose kerte

AulRerdem ist eine Normierung fur zirkulierende RN Serum nétig. Eine Mdglichkeit
ware hierfir die Gesamt-RNA oder eventuell auctogdmale RNA, die extrazellular
detektierbar ist und weniger Variationen in der iesgion zeigt als beispielsweise
GAPDH. Ein Problem stellt dabei die geringe Mengenmaessbarer Serum-RNA dar. Bei
der verwendeten Methode kann jeweils ein ml Serumfigearbeitet werden, der
durchschnittlich 1-10 ng Gesamt-RNA enthalt (El-Hheiry et al., 2004). Daher sollte das
Eluat fur ausreichend genaue Detektionen komptetter PCR eingesetzt werden, zumal
wegen der Doppelbestimmungen eine weitere Aliquatig notig ist. Eine gesonderte
Konzentrationsbestimmung ist somit schwer realsigrwahrend die Normierung auf eine
spezifische cDNA, die ebenfalls durch die PCR detekwerden kann, praktikabel ist.
Allerdings erscheint es zum heutigen Zeitpunkt lfichg ob Uberhaupt eine bestimmte
RNA-Spezies im Serum mit der Gesamt-RNA Kkorreliertd somit als Normierung
verwendet werden konnte. So bestimmte eine Arbeipgge im Serum sowohl die
Konzentrationen von Gesamt-RNA in einem Fluoreszmsierten Assay mit SYBR
Green Il als auch die Kopienzahlen bestimmter cDB{ezies mit PCR. Bislang konnte
bei keiner spezifischen Ribonukleinsdure wie beispieise ribosomaler RNA oder

GAPDH eine Korrelation zur Gesamt-RNA gesehen werde

4.6.7 Biologische Ursachen

Fur zirkulierende DNA wurde nachgewiesen, dass Kbezentrationen im Plasma bei
Frauen zyklusabhéngig variieren und wéhrend dersheation am héchsten sind (Jahr,
2001a). Dieses ist auch fir RNA denkbar und kéeime Storquelle darstellen.

Zudem konnte in einer Arbeit mit gesunden Versuetsgnen gezeigt werden, dass im
Plasma von Mannern durchschnittlich 3,5x mehr ziekende RNA detektiert werden

kann als im Plasma gesunder Frauen, wahrend diehstthnittiche Konzentration

zirkulierender DNA bei beiden Geschlechtern glegti{Tamkovich et al., 2005).

In der Literatur werden auflerdem Pseudogene als @melle fur eventuelle falsch-

positive Resultate diskutiert (Gilbey et al., 2Q04)
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4.7 Vor- und Nachteile von RNA-Markern gegenuber DM bei der klinischen

Anwendung

Ein bedeutsamer Nachteil von RNA liegt in einer(@@n Empfindlichkeit als DNA.
Wahrend DNA auch bei Raumtemperatur stabil blesbtiiir die Aufbewahrung von RNA
mindestens -20°C erforderlich. Durch ubiquitar \@riene RNasen ist zudem eine
besonders sterile Arbeitsweise erforderlich. Diedesn als Hindernis fir eine
Routineanwendung betrachtet werden.

Dennoch bietet RNA viele Vorteile gegentber DNA. iSbdie Detektion nicht auf das
Vorhandensein von Mutationen angewiesen, woraus sén deutlich breiteres
Anwendungsspektrum ergibt. Vor allem fir ein segidohes Tumorscreening wére ein
geeigneter RNA-Marker sensitiver als eine DNA-D&tk Auch werden
Proliferationsfaktoren und weitere oft Tumor-assoe Proteine in der Regel nicht in
Leukozyten synthetisiert, wie in dieser Arbeit amthavon der Transkription von drei
MRNA-Spezies gezeigt werden konnte. Dadurch wefdseh-positive Ergebnisse durch
rupturierte Blutzellen vermieden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dasalleerer Handhabung die Vorteile
einer RNA-Analyse im Serum gegenuber anderen MethodUuberwiegen.
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5 Zusammenfassung

Seit im Blut von Krebspatienten tumorspezifischeklinsduren nachgewiesen wurden,
wird die Detektion von zirkulierender RNA in Korpigissigkeiten als viel versprechende
Maoglichkeit zur Malignomdiagnostik diskutiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden zur Isofatind Quantifizierung von Serum-
RNA entwickelt. Damit wurden potentielle neue Tumarker auf ihre Eignung zur
Brustkrebsdiagnostik Uberprift. Zudem wurde untemsuob eine Korrelation zwischen
spezifischen freien Nukleinsduren im Serum und Rosgfaktoren des Tumors besteht.
Drei mdgliche mRNA-Tumormarker fir das Mammakaramwurden untersucht: Ki-67
und Rad51, deren Expression im Tumorgewebe bek@hnsowie Hoj-1 als bislang
unbekannter Marker. Als interner Standart dientdPGA.

Zunachst erfolgten Zellkulturversuche. Dabei wuRIA aus zehn verschiedenen Tumor-
und Primarzelllinien revers transkribiert und imkentioneller und quantitativer PCR auf
die Expression dieser mRNA-Spezies Uberprift. [@eatlechsten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Zelllinien zeigten sich bei dejF-HDetektion. Von den Tumorzellen
wies die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 sowohl aldbgblutwert als auch auf das
housekeeping-Gen GAPDH bezogen die héchste Hoj-1-Expression auf

In der RNA aus Leukozyten konnte der interne Steh@APDH detektiert werden, nicht
aber die drei potentiellen Tumormarker. Dadurch deurdas Risiko falsch-positiver
Ergebnisse der Serumuntersuchungen durch Kontaomeat aus rupturierten Blutzellen
ausgeschlossen.

Im Anschluss an die Zellkultur- und Blutzellexpeeime erfolgte die RNA-Isolierung aus
Serumproben von 36 Patientinnen mit duktal-invasivélammakarzinom und 19
gesunden Frauen. In allen Proben konnte der int8&taedard GAPDH nachgewiesen
werden. Die Kopienzahlen lagen mit durchschnittlict8,9x16/ml  bei
Brustkrebspatientinnen und 4,3%1@1 bei gesunden Frauen im gleichen Bereich.

Hoj-1-, Rad51- und Ki-67-RNA konnten jeweils nur @nigen Proben nachgewiesen
werden. Dabei bestand weder eine Korrelation zundrerkrankung noch zu anderen
klinisch-pathologischen Parametern. Rickschlissen vmmRNA-Expressionen im
Tumorgewebe oder in Zellkulturen auf die Nukleimggusammensetzung im Serum sind
nach diesen Ergebnissen nicht zulassig. Es ergablenpedoch Hinweise darauf, dass Hoj-
1 Serum-RNA dennoch ein Potential als Tumormarlaer h
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Titel des Antrages lautete ,RAMA: RNA-Analyse bealimacarcinom®.

7.2 Abkirzungsverzeichnis

AMP Ampicillin
APS Ammonium-Peroxodisulfat
bp Basenpaare
bzw beziehungsweise
B-HCG B-UE des humanen Choriongonadotropin
BRCA Breast Cancer Gene
°C Grad Celsius
CA 15-3 Carcinom-Antigen 15-3
cDNA complementary Desoxyribonukleinsaure
CEA carcinoembryonales Antigen
CK-19 Cytokeratin 19
CO, Kohlenstoffdioxid
cl2orf2 homo sapiens chromosom 12 open readingefam
DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
EGF-R epidermal-growth-factor receptor
EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure
ER Ostrogen
FKS fetales Kalberserum
f femto (10™)
fwd Forward

g Gramm
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7.3 Quantitative PCR-Ergebnisse der einzelnen Serymnoben
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Abbildung 29: Diagramm mit den Ergebnissen fiir Hoj4, GAPDH, Ki-67 und Rad51 der Proben M1-
M20.

M9 wurde nicht beriicksichtigt, da sich der Tumarhbials Mammakarzinom erwies.
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Abbildung 30: Ergebnisse der gPCR der Proben M21-M8
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Abbildung 31: Ergebnisse der Detektionen aus SeruroBNA der Kontrollgruppe

k11 K12 K13 K14 K15 KIE K17 K13 K19

K10

K4

K1

|0 Hoj- 1 B GAPDH B rad-51 M ki-67 |



‘uaiznsoubelp

WwiouIZJe)ewwe|\l uld S)Iaspiaq apinm ZIN UNUSIEEH "IOA unuaned Jauldy 18q uabe| uaselselswulaH

"0ZIN-TIN Uduupuaned Jap usjed :/ a|jdqeL

Nr. Geburtsjahr | Her2-neu- Ostrogen- Progesteron- | Tumorgrof3e Lymphknoten- | Grading nach| Nottingham
Status Rezeptorstatug Rezeptorstatug nach UICC 2002| status Elston & Ellis | Prognosescore
M1 1939 3+ 12 3 2 0 2 2
M2 1956 re 2+ /i 1+ beidseits 12 beidseits 12 relc/lila beidseits 0 re3/1i2 2
M3 unbekannt | 1+ 12 12 1c 0 2 2
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M6 1942 1+ 12 12 1c 0 2 2
M7 1947 2+ 12 12 3m 0 2 2
M8 1940 2+ 12 12 2 0 2 2
M10 | 1964 3+ 12 12 2 0 2 2
M11 1945 0 4 4 2 0 3 2
M12 1930 3+ 12 3 2 la (1/16) 3 3
M13 | 1930 1+ 0 0 1c 0 3 2
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