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1 Einleitung:

1.1 Familie der Ras-Gene:

Die bedeutende Rolle von Onkogenen bzw. Proto-Onkogenen wie den Ras-Genen
fur Zellwachstum und Tumorentstehung wurde innerhalb der letzten Jahrzehnte in
verschiedensten Untersuchungen Uber die molekularen Grundlagen von Neoplasien
deutlich.

Die Familie der Ras-Gene setzt sich aus den in enger Verbindung stehenden Proto-
Onkogenen K-Ras, H-Ras und N-Ras zusammen. Die Bezeichnung stammt von
Jrat“ und ,sarcoma® (Barbacid, 1987, S.780), da die Ras-Gene erstmals im Genom
bestimmter RNA-Sarkom-Viren bei Ratten (Kahn, 1987, S.640) gefunden wurden :
H-Ras im Harvey-Sarkom-Virus und K-Ras im Kirsten-Sarkom-Virus. N-Ras wurde in
den Zellen eines Neuroblastoms, nicht aber in Retroviren entdeckt (The oncogene
and tumour suppressor gene factsbook, 1997, S.319).

Das humane K-Ras-Gen ist auf Chromosom 12 p12.1 lokalisiert und umfasst mehr
als 35 kb, das N-Ras-Gen findet sich auf Chromosom 1 p13 mit 7 kb und das H-
Ras-Gen auf Chromosom 11 p15.5 mit 3 kb (Bos, 1988, S.256; Marshall, 1985). Es
existieren zwei Isoformen des K-Ras-Gens: K-Ras-A und K -Ras-B. Darlberhinaus
hat die Familie der Ras-Gene noch weitere Mitglieder mit abnehmender
Ubereinstimmung der genetischen Sequenzen.

Jedes der Ras-Gene besitzt fliinf Exons, wobei das erste nicht kodiert; die Gbrigen
vier kodieren flr das transformierende Protein p21 ras (oder Ras), ein integrales
Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 21 kDa. Die Expression von Ras
(insbesondere K-Ras) findet in allen Zellen statt, auch wenn Analysen der mRNA
unterschiedlich hohe Expressionsraten in verschiedenen Geweben erbrachten:
starke Expression von H-Ras in Haut und Skelettmuskel, von K-Ras in Dickdarm und
Thymus und von N-Ras in mannlichen Keimzellen und Thymus (Macaluso, 2002, S.
125; Lowy, 1993).



1.2 Signaltransduktion durch Ras-Proteine

Ras-Proteine Ubernehmen nach ihrer Verankerung mittels eines Farnesylrestes an
der cytosolischen Membranseite eine wichtige Rolle bei der Kopplung von
Wachstumsfaktoren und Effektorproteinen. Auf diese Weise kommt ihnen eine
Schlisselstellung innerhalb der Regulation von Zelldifferenzierung und Zellwachstum
zu (Molecular cell biology, 2000, S.1071). DaB aktiviertes Ras fir die Induktion der
DNA-Synthese notwendig ist, konnte bereits 1984/85 in Versuchen an kultivierten
NIH/3T3-Zellen nachgewiesen werden. Es zeigte sich, daB veranderte, konstitutiv
aktive Ras-Proteine auch ohne vorangehende Ligandenbindung diesen Effekt
aufweisen (Mulcahy et al., Nature 313, 1985, S.241; Feramisco et al., Cell 38, S.
109).

Bezlglich der Struktur herrscht bei den drei ,Haupt“Ras-Proteinen weitgehende
Ubereinstimmung in der Abfolge der ersten 165 Aminosauren, die 25 Aminosauren
der carboxyterminalen Region variieren jedoch. Durch posttranslationale
Modifikationen dieser Region ab Aminosdure 186 werden die Proteine mehr oder
weniger hydrophob, wodurch ihre Bindungsfahigkeit an die Plasmamembran definiert
und ihre weitere Funktion limitiert ist.

Zur ,GTPase-Superfamilie® gehdérend liegt das Ras-Protein entweder in der aktiven
GTP-bindenden Form oder in der inaktiven GDP-bindenden Form vor. Nach
Ankopplung bestimmter Wachstumsfaktoren erfolgt unter Mitwirkung von GEF
(Guaninnucleotid-Austauschfaktor) und GAP (GTPase-aktivierendes Protein) die
reversible Umwandlung der inaktiven in die aktive Konformation, wobei anschlieBend
durch Hydrolyse des GTPs GDP und Pi wieder abgeldst werden (Molecular cell
biology, 2000, S.872-873).



Abbildung 1:
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Abbildung 1: reversible Umwandlung der inaktiven GDP-haltigen Form des Ras-
Proteins in die aktive GTP-gebundene Form (Figure 20-22, Molecular
cell Biology, 2000, S.873):
(1) Guaninnucleotid-Austauschfaktor (GEF) erleichtert die GDP-Ablésung von Ras
(2)  GTP wird gebunden, unter Freisetzung von GEF entsteht der aktive Ras/GTP-
Komplex
(3)/(4) durch Hydrolyse entsteht wieder die inaktive Form Ras/GDP (beschleunigt
durch  GTPase-aktivierendes Protein = GAP)



Abbildung 2: Kinase-Kaskade -
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Nach Aktivierung des Ras-Proteins erfolgt die Signalweiterleitung (ber eine
spezifische Kaskade von Proteinkinasen. Die Haupteffektoren von Ras sind die RAF-
Kinase, RAL-GEFs und PI3-K ( Phosphatidylinositol-3-Kinase). Sie binden alle an die
gleiche Region der aktiven Ras-GTP-Konformation, die Doméane 32-40. Durch die
Bindung an Ras erhdht sich ihre jeweilige Aktivitat und es kommt zu einer
Beschleunigung der nachfolgenden ,Pathways®. Am besten bekannt ist die RAF-

Signalkaskade: So koppelt RAF, eine Serin / Threonin-spezifische Proteinkinase, an
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aktiviertes Ras, wodurch eine Konformationsanderung von RAF erfolgt. Eine neue,
katalytisch aktive RAF-Form entsteht (Macaluso, 2002, S. 127).

In den weiteren Schritten erfolgt die Bindung und Phosphorylierung von MEK, einer
Proteinkinase, die ihrerseits Serin- und Tyrosinreste der MAP-Kinasen (Mikrotubulus-
assoziierten Protein- oder Mitogen-aktivierten Proteinkinasen) phosphoryliert und

damit deren katalytische Aktivitat stimuliert.

Abbildung 3: RTK-Ras-Signalweg (Figure 20-48, Molecular cell biology, 2000, S.
902)

Die aktivierten MAP-Kinasen entwickeln ihre Effekte auf verschiedenen Wegen; so
kénnen sie Zellwachstum und — differenzierung sowohl tber die Bereitstellung von
Transkriptionsfaktoren als auch Uber die Phosphorylierung von Substratproteinen
beeinflussen. Darlberhinaus ist wiederum der AnstoB weiterer ,Pathways” in Form
einer Signalkaskade mdglich (Molecular cell biology, 2000, S.902/903).

1.3 Ras und Tumorgenese

Die Rolle der Ras-Onkogene bei der Karzinogenese ist seit langer Zeit Inhalt

zahlreicher Untersuchungen und Forschungsansatze. Erstmals wurden die
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Eigenschaften verédnderter Ras-Gene in Transfektions-Assays an Maus-Zellinien
1981 festgestellt. Uber aktiviertes Ras bei menschlichen Tumoren berichteten
Murray et al. ebenfalls bereits 1981. Sie fanden Mutationen im K-Ras-Gen bei der
Kolonkarzinomzellinie SW 480 (Murray et al., 1981, S.355-361), wobei das
transformierende Gen damals noch nicht als menschliches Homolog zum Kirsten-
Virus-Onkogen identifiziert war (Kahn et al., 1987, S. 640). Inzwischen bestatigt der
Nachweis von Ras-Mutationen bei ungefahr 70% der Neoplasien die bedeutende
Rolle von Ras bei Zellwachstum und Differenzierung (Macaluso et al., 2002, S.128).
Obwohl die kausalen Zusammenhange zwischen der Entstehung der Mutationen
und ihren moglichen Auslésern noch nicht vollstandig erforscht sind, stellte sich der
EinfluB &auBerer Faktoren, wie z.B. mutagener Chemikalien, in verschiedenen
Versuchen deutlich dar. Dabei fand sich auch eine Abhangigkeit, sowohl zwischen
Art der mutagenen Substanz und Haufigkeit der Mutation als auch zwischen Art der
Substanz und Typus des mutierten Gens. Auch durch Rdntgenstrahlen lieBen sich
experimentell speziell Punktmutationen des Ras-Proto-Onkogens in Lymphomen
auslésen, und ebenso bekannt ist die mutagene Wirkung von Viren (Spandidos et
Field, 1990, S.2).

Unterschiedliche Effekte je nach Mutation von K-, H- oder N-Ras in den weiteren
Auswirkungen auf das Geschehen in der Zelle lieBen sich jedoch nicht beobachten.
Daher fihrt man die jeweilige Spezifitat der mutagenen Potenz auf
unterschiedliche Expressionsniveaus und nicht — auf  unterschiedliche
~Funktionsweisen“ der einzelnen Ras-Gene zurlick; zumal jeder der drei Vertreter fiir
das eine Ras-Protein kodiert (Bos, 1989, S.4682-4684).

Sowohl quantitative als auch qualitative Verdnderungen des Gens sind im
Zusammenhang mit Karzinogenese von Bedeutung. Im Vordergrund stehen dabei
die qualitativen Anderungen, insbesondere in Form von Punktmutationen, welche
man bei menschlichen Tumoren gehauft im ersten Exon an Codon 12 und 13 sowie
im zweiten Exon an Codon 59 und 61 findet (Kahn et al., 1987, S.640; Macaluso et
al., 2002, S.128).

Die onkogene Potenz durch quantitative Anderungen der genetischen Struktur der
Ras-Gene wurde in den Versuchen von Chang et al. 1982 bewiesen; Ras-
Protoonkogene bewirkten unter EinfluB3 eines starken Promoters eine Transformation
von NIH / 3T3 — Zellen (Chang et al., 1982, S.479-484). Die Einschleusung multipler

Gen-Kopien in eine Empféangerzelle hatte den gleichen Effekt und in vielen Tumoren
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lasst sich eine enorm verstarkte Expression von Ras-Genen nachweisen (Kahn et
al., 1987, S.641).

Die Mutationen im Genom spiegeln sich in den Konformationsanderungen der
dreidimensionalen Struktur der Ras-Proteine und den entsprechenden
Funktionsdnderungen bzw. - verlust wieder:

Der Austausch einer Aminosdure im Ras-Protein als Folge der Basenmutation fahrt
dabei zur Konformationsanderung der GTP-bindenden Doméane. Am haufigsten wird
bei den Punktmutationen das Guanin am Ende von Codon 12 im Wildtyp durch
Adenin oder Thymin ersetzt, wobei die Angaben in Abhangigkeit vom Prim&rtumor
variieren. Ein Verlust der GTP-hydrolysierenden Eigenschaft des Ras-Proteins ist die
Folge und es kommt zur bereits erwahnten Daueraktivierung der Signalkaskade, d.h.
ohne vorangehende Bindung des spezifischen Wachstumsfaktors erfolgt eine
dauerhafte Signalgebung durch AnstoB3 der spezifischen Proteinkinasen.

Auch hier lieB sich die Bedeutung im Wachstumszyklus durch Versuche mit
permanent aktiven Raf-Proteinen an Zellkulturen aufzeigen; konstitutiv aktives Raf
kann man in Tumorzellen nachweisen. Auf den direkten Zusammenhang zwischen
Ras und Raf konnte man nach Experimenten schlieBen, in denen selbst permanent
aktives Ras bei Vorliegen einer defekten Raf-Form kein Wachstum der kultivierten
Zellen induzieren konnte (Molecular cell biology, 2000, S. 922).

Ob es sich bei der Alteration vom Proto- zum Ras-Onkogen um ein Ereignis zu
Beginn oder eher in den spaten Phasen der Malignitatsentwicklung handelt und ob
eine Aktivierung des Onkogens unabdingbar an die Entstehung oder die Existenz
eines Tumors gebunden ist, war lange unklar. FlUr einige Tumorentitaten, wie u.a.
Schilddriisen- , Lungen- , Kolon- , Pankreaskarzinome und hamatologische
Malignome, existieren zwar genauere Vorstellungen lber den Zeitpunkt der Ras-
Mutation im Verlauf der Malignitatsentwicklung, eine genaue Zuordnung jedoch
bleibt auch hier letztendlich unméglich und Rickschlisse lassen sich lediglich
anhand der Beobachtungen ziehen, wann und wo sich mutiertes Ras in welchen
Zellen einer Tumorart und ihrer pramalignen Vorstufen nachweisen |aBt (Bos, 1989,
S.4684-4687). Im Bereich der gastrointestinalen Tumoren wurden die letzten Jahren
zunehmend Erkenntnisse Uber Ras-Mutationen in pramalignen Vorstufen bzw.
Dysplasien gewonnen, worauf bezlglich der Kolon- und Pankreaskarzinome unter
Punkt 1.5 noch genauer eingegangen wird.
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Unumstritten ist aber, daBB die Onkogene in allen Stadien der Karzinogenese eine
Rolle spielen kénnen (Spandidos et Field, 1990, S.2) und ihre Expression mitunter
auch far den Fortbestand eines transformierten Phanotyps notwendig ist (Kahn et al.,
1987, S. 642). Dies zeigten Perucho et al. 1986 in ihrer Arbeit lber die reversible
Induktion von TGF alpha bei menschlichen Ras-Genen (Perucho et al., 1986, S.81-
91).

Die Aktivierung des Ras-Onkogens ist nur ein Schritt im vielschichtigen Prozess der
Karzinogenese, nur im Zusammenwirken mit anderen Faktoren erlangt Ras seine
Bedeutung bei der Tumorentstehung. Zu diesen Faktoren zahlen u.a. sowohl die
Effekte zusatzlicher Transkriptions- und Wachstumsfaktoren als auch der Ausfall von
bestimmten Tumorsuppressorgenen wie p53 oder MTS 1 (Caldas et Kern, 1995,
S.1).

Dartberhinaus gibt es Untersuchungen, in denen aktiviertes Ras in unmutierten,
sgesunden® Zellen zu finden war. Vermutlich ist in diesem Fall die Expressionsrate zu
gering oder das mutierte Ras bewirkt bei diesem Zelltyp keine Stimulation des
Wachstums. In Experimenten an embryonalen Rattenfibroblasten konnte das
mutierte Ras-Gen keine Transformation auslésen, ahnliche Versuche an
embryonalen Hamsterfibroblasten gelangen aber unter dem zusétzlichen Einsatz
viraler Transkriptions-Enhancer (Kahn et al. , 1987, S. 642).

Ein Anhalt besteht auch dafir, daB Ras-Mutationen in bestimmten Zelltypen einen

bestimmten (histologischen) Tumortypus induzieren (Bos, 1989, S.4683).
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1.4 Nachweis von Ras-Mutationen

Transfektionsversuche an Mause-Fibroblasten machten - wie bereits unter 1.3
aufgefihrt - erstmals den Nachweis von mutiertem Ras madglich. Allerdings lie3 sich
mit dieser Methode keine gréBere Anzahl von Tumoren untersuchen und es bestand
die Gefahr der DNA- Degradierung im Verlauf der Prozeduren (Bos, 1987, S.293;
Bos,1988, S.258). Dennoch ergaben sich Hinweise auf die Lokalisation der
Mutationen und weitere Untersuchungen der Tumor-DNA selbst schlossen sich an
(Bos, 1989, S.4682).

Um die Probleme der , biological assays , zu umgehen, setzte man zur weiteren
Analyse von Ras-Mutationen sowohl Methoden ein, die auf der direkten
Identifizierung der aktivierenden Mutationen in der DNA oder RNA basieren, als auch
Vorgehen, die immunologisch die veranderte Aminosaure nachweisen (Bos, 1988, S
258).

Mit EinfGhrung der ,Polymerase Chain Reaction®, der PCR, 1985 eréffnete sich die
Méglichkeit, gezielt die interessierenden DNA-Bereiche zu amplifizieren, so auch die
Ras-Sequenzen nach der DNA-Isolierung aus Tumorgewebe etc. Die fast
unbegrenzte Vervielfaltigung der entsprechenden Genabschnitte war Grundlage fir
die zahlreiche weitere Analyseverfahren, wie u.a. direkte Sequenzierung, Dot-Blot-
Hybridisierung mit allel-spezifischen Oligonukleotiden, Analyse von
Restriktionsfragmentlangenpoly-morphismen (RFLP) und Einzelstrang-
Konformationspolymorphismen (SSCP) (Sugano, 1993, S. 361).

Zwar war es moglich geworden die PCR-Produkte nach entsprechender
Vervielfaltigung direkt zu sequenzieren (McMahon et al., 1987; Collins, 1988), aber
insgesamt ist dieses Verfahren relativ aufwendig und far die klinische Routine
ungeeignet.

Zur Dot-Blot-Hybridisierung werden gereinigte Nucleinsaureproben z.B. aus PCR-
Amplifikaten auf Filter aufgetragen und anschlieBend mit spezifischen, markierten
Oligonukleotiden hybridisiert. Bewirkt der Basenaustausch den Verlust oder die
Entstehung einer Schnittstelle fir eine Endonuklease, ist aufgrund dieses Merkmals
eine Unterscheidung durch gelelektrophoretische Auftrennung mdglich. Die
Identifikation kann dann z.B. mittels Southern-Blots erfolgen (Kahn, 1987, S.640).
Dabei werden die DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Trennung und

Denaturierung auf eine Nylon-oder Nitrozellulosemembran fir die anschlieBende
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Hybridisierung Gbertragen (Newton et Graham, 1994, S.188). Da nur einige der
Mutationen direkt Veranderungen von Enzymschnittstellen bewirken, lieBen sich auf
diesem Weg nur wenige von ihnen analysieren. Daher versuchte man den Einsatz
spezifischer, synthetischer Oligodesoxynukleotide und modifizierte die Bedingungen
fur Hybridisierung und Southern-Blot. Zwar gelang so die Darstellung von Mutationen
an spezifischer Position, ein Screening langerer Genabschnitte war aber nicht
durchfihrbar.

Der Austausch einer einzigen Base, die Punktmutation, 1Bt sich auch aufgrund von
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen feststellen. Eine andere
Detektionsmethode beruht auf dem unterschiedlichen Schmelzverhalten von
Wildtyp- und mutierter DNA.

Im weiteren Verlauf entwickelten Kahn und seine Mitarbeiter die ,RNAse A-
mismatch-cleavage” : die komplette, zellulare RNA wird mit markierter, synthetischer
antisense-RNA hybridisiert; sollte die zellulare RNA mutierte Transkripte enthalten,
entstehen RNA-Komplexe mit ,single base mismatches”, d.h. Stellen, an welchen
eine Base nicht komplementar zur hybridisierten ist. Ein Verdau mit RNAse A
produziert Fragmente, deren Lange abhangig von der Lokalisation der ,Mismatches*®
und damit vom Ort der Mutation ist; eine weitere Auftrennung und sogar eine
gewisse quantitative Einschatzung ermdglicht die Gelelektrophorese (vgl. Arbeiten

von Almoguera, siehe auch unter 1.5 ).

In letzter Zeit wurde v.a. die kombinierte Methode von Mismatch-PCR und RFLP
verwendet, die wir auch fir unsere Untersuchungen auswahlten. Levi hat dieses
Vorgehen 1991 mit dem Ras-Nachweis bei cholangiozelluldaren Karzinomen als
auBerst sensitive Technik etabliert (Levi et al., 1991, S. 3497-3502). Aus
Paraffinschnitten gewonnene DNA wurde als Matrize einer ersten PCR eingesetzt, in
der durch entsprechende Primerwahl (mismatch-Primer in sense und antisense-
Richtung) ein 157-Basenpaar langes Fragment amplifiziert wurde. Bei unmutiertem
Codon 12 entstanden in dieser ersten PCR zwei Schnittstellen flir das ein
Restriktionsenzym BstN1; lag eine Mutation einer der ersten beiden Basen von
Codon 12 vor, ergab sich nur eine BstN1- Schnittstelle. Im anschlieBenden BstN1-
Verdau zerfiel das urspringlich 157-Basenpaar lange Fragment dementsprechend
entweder in 29-, 114- und 14 bp-Fragmente beim Wildtyp oder in 143- und 14-bp

Fragmente bei Mutation. Das Produkt der ersten PCR wurde in der zweiten PCR mit
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einem neuen antisense-Primer vervielféltigt, es enstand ein Fragment von 135
Basenpaaren mit einer Schnittstelle flir BstN1 bei unmutiertem Codon 12. Daher
ergab sich nach dem zweiten Verdau mit BstN1 flr den Wildtyp ein 106 bp-Stiick,
bei einer Mutation im Codon 12 konnte das Enzym auch hier nicht schneiden und
das Fragment blieb 135bp lang. Eine entsprechende Auftrennung und
Sichtbarmachung erfolgte entsprechend dem RLFP durch anschlieBende
Gelelektrophorese. Levi behauptet duch dieses Verfahren der selektiven
Amplifikation des mutierten Genabschnittes ein verandertes Allel unter 1000
unmutierten Allelen entdecken zu kénnen. Damit schien eine auBerst sensitive
Methode gefunden, die neue Mdglichkeiten der klinischen Nutzung bringen sollte
(siehe 1.5).

Abbildung 4: Schemazeichnung nested-PCR nach Levi

Primer 1 R
l K-ras exon 1 | Intron i
PCR 1 5 < Primer 2
ungeschnitten
20 114 O—4 Wildtyp
BstN1 143 BstN1 14
Mutation
l BstN1 - 1. Verdau
157 ungeschnitten
114 Wildtyp
143 Mutation
l PCR 2
Primer 1 Primer 3
» ——
135 Mutation
O Wildtyp
Y BstN1 i
135 BstN1 - 2. Verdau
Mutation
106 Wildtyp

1.5 Ras-Mutationen bei gastrointestinalen Tumoren

Der Nachweis von mutiertem Ras |aBt sich bei zahlreichen Tumoren flhren,
allerdings bestehen hinsichtlich der Inzidenz erhebliche Unterschiede. Wahrend in
Brusttumoren z.B. fast nie Ras-Mutationen festzustellen sind, finden sich bei

Schilddriisenkarzinomen in ca. 50 % der Falle mutierte Formen aller drei Vertreter
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der Ras-Familie. Melanome sowie hamatologische Tumoren wie die myeloische
Leukédmie dagegen enthalten in bis zu 30% hauptsachlich mutiertes N-Ras. Neben
den Lungen-Tumoren mit Uber 30% ist die Inzidenz der Ras-Mutationen bei
gastrointestinalen Tumoren wie den Kolonkarzinomen mit tUber 50% und den
Adenokarzinomen des Pankreas mit bis zu 90% am héchsten. Bei diesen
Tumorentitdten zeigen sich fast ausschlieBlich Alterationen des K-Ras-Onkogens
(Bos, 1989, S. 4682-4687).

FOr die Entstehung von Kolonkarzinomen hat sich inzwischen das Modell der
Adenom-Karzinom-Sequenz etabliert. Uber ein kleines, meist tubuléses bzw. tubulo-
villéses Adenom entwickelt sich mit zunehmender GréBe und abnehmender
Differenzierung bzw. zunehmendem Dysplasiegrad in mehreren Schritten ein
invasives Adenokarzinom des Darmes. Dabei finden sich Ras-Mutationen nicht nur
im Karzinomgewebe selbst, sondern auch bereits bei den Adenomen. In
Abhangigkeit von der GréBe sind die Mutationen in 20 % (bei kleinen, tubularen
Adenomen) bis zu 50% nachweisbar, wobei nicht jeder ,Ras-mutierte“ Kolontumor
auch eine Mutation in den Vorstufen aufweist (Bos, 1987, S 295/296). Eine
Korrelation zwischen verdndertem Gen und Tumortyp, Tumorlokalisation,
Invasionstiefe oder Alter und Geschlecht des Patienten fallt nicht auf. Die
tberwiegend im Codon 12 des K-Ras-Gens gefundenen Mutationen bestehen in der
Mehrheit in einem Austausch des zweiten Guanins eines GG-Paares, wobei das
Guanin am haufigsten durch ein Adenin oder Thymin ersetzt wird (Bos, 1989,
S.4684/4685).

Das Zusammenspiel der Ras-Mutationen mit anderen genetischen Veranderungen,
wie z.B. denen des Tumorsuppressorgens p 53, bei der Entstehung von
Kolonkarzinomen zu verstehen, ist vor allem hinsichtlich der klinischen Relevanz
wichtig - zumal das Kolonkarzinom eine der Tumorentitdten mit der hdchsten
Inzidenz in den europaischen Landern ist. Zwar konnten in den letzten Jahren
therapeutisch gewisse Erfolge erzielt werden, aber die 5-Jahres-Uberlebensraten ab
dem Stadium Dukes C, d.h. jegliches T-Stadium der TNM-Klassifikation mit dem
Befall von Lymphknoten, sind mit ca. 30 % immer noch schlecht. AuBerdem wére

eine Verbesserung der prognostischen Aussagemaéglichkeiten wiinschenswert.
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Im Vordergrund dieser Arbeit standen die Karzinome des exokrinen Pankreas,
wobei es sich in 75-80 % der Félle um duktale Adenokarzinome handelt. Viel
seltener kommen Plattenepithel-, Zystadeno- und Azinuszellkarzinome vor.

Das Pankreaskarzinom ist ein h&ufiger, hochmaligner Tumor mit einer
ausgesprochen schlechten Prognose; die mittlere Uberlebensrate nach
Diagnosestellung liegt zwischen 3 und 6 Monaten, die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
3-5%. Frihzeitig erfolgt eine lymphogene Metastasierung in die regionalen
Lymphknoten und das Peritoneum; hdmatogene Absiedlungen finden sich haufig in
Leber, Lunge, den Nebennieren und den Knochen.

Trotz zahlreicher Anstrengungen konnten auch mit multimodalen Therapieansatzen
die Uberlebenszeiten kaum verlangert werden. Zusétzlich sind die diagnostischen
Méglichkeiten bei diesem rasch wachsenden und schnell metastasierenden
Karzinom oft unbefriedigend, zumal sich eine klinische Symptomatik meist erst im
fortgeschrittenen Tumorstadium zeigt. In der Bildgebung gelingt die Differenzierung
zwischen Malignom und benignen Gewebeverdnderungen bei chronisch
entzindlichen Prozessen der Bauchspeicheldrise, ebenso wie die Einschatzung der
Operabilitat (Chance einer R0-Resektion) bei Karzinomen, nur unzureichend. Dabei
bietet nur eine frihzeitige chirurgische Intervention -wenn Uberhaupt- die Chance
einer kurativen Behandlung.

Von detaillierteren Erkenntnissen Uber die Rolle mutierter Ras-Gene beim
Pankreaskarzinom und insbesondere = vom  Zusammenhang  zwischen
Mutationszeitpunkt und Tumorentstehung bzw. Tumorstadium, erhofft man sich neue
Optionen fir eine effektivere Diagnostik und Therapie dieses Tumors.

Erste Hinweise auf die Bedeutung des Ras-Onkogens fir Tumoren der
Bauchspeicheldrise brachten Untersuchungen an transgenen Mausen mit mutiertem
H-Ras. Diese Tiere entwickelten direkt nach der Expression eines pankreas-
spezifischen Promoters Neoplasien des fetalen Pankreas, die meist alle Azinuszellen
erfassten (Quaife et al., 1987).

Durch die Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden, insbesondere durch
die Etablierung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), wurde es mdglich, mutierte
Gen-Abschnitte selbst bei kleinsten DNA-Mengen nachzuweisen, zu amplifizieren
und so anschlieBend fir weitere Analysen nutzbar zu machen (siehe 1.4).

Bei den duktalen Adenokarzinomen werden mit 70 bis zu 90 % die hdchsten

Nachweisraten von mutiertem Ras beschrieben. Die Mutationen sind beim
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Menschen mit hoher Spezifitdt im Codon 12 des K-Ras-Gens zu finden, selten auch
an Stelle 13 oder 61. Bezlglich des Mutationstyps gibt es unterschiedliche
Studienergebnisse; teils ist der Austausch des ersten Guanins ( GGT ), d.h. Glycin,
gegen ein Thymin ( TGT ), d.h. Cystein, gehauft, teils gegen ein Cytosin (Bos, 1989,
S.4685).

1988 verodffentlichte Almoguera Untersuchungen an gefrorenem
(Operationspraparate) und in Paraffin eingebettetem (aus Autopsien) Tumormaterial;
dabei lieB sich bei 21 von 22 (95%) exokrinen Pankreaskarzinomen eine Mutation
des K-Ras-Gens feststellen. Die Gewebeschnitte wurden nach histopathologischer
Beurteilung entparaffiniert und einer PCR unterzogen. Unter Verwendung des
Klenow-Fragments (E.coli-Polymerase) und der spezifischen Primer erfolgte eine
gezielte Amplifizierung des ersten kodierenden Exons des K-Ras-Gens. Das
Amplifikat wurde mit einer exakt dem ersten Exon des K-Ras-Gens komplementaren
RNA-Probe hybridisiert und die Hybride mit RNAse A verdaut. Die Analyse im
denaturierenden Polyacrylamidgel zeigte je nach Mutation in unterschiedlicher Lange
entstandene Banden. Untersuchte Metastasen enthielten dabei Mutationen analog
zum Primartumor, wogegen sich weder in normalem Pankreasgewebe noch in den
untersuchten Gallenblasenkarzinomen mutiertes Ras fand. (Almoguera et al., 1988)
Um die Art der Ras-Mutation genau darzustellen, wurden in mehreren Experimenten
einer japanischen Forschungsgruppe die Amplifikate der ,Ras-PCR“ direkt
sequenziert. Dabei fand sich in allen 18 untersuchten Pankreaskarzinomen eine
Mutation des K-Ras-Gens; unter den 12 mitanalysierten Karzinomen der
extrahepatischen Gallenwege entdeckte man nur eine, unter den 9
Gallenblasenkarzinomen keine Mutation. Bei den Pankreaskarzinomen handelte es
sich ausschlieBBlich um Verdnderungen am Codon 12, wobei der Austausch von
Guanin (GGT) gegen Adenin (GAT) am haufigsten war. (Tada et al., 1989, S.930-
935)

Nach der gleichen Methodik verarbeitete die Gruppe um Tada auch Gewebeproben
aus Feinnadelbiopsien und Aspiraten. Ziel war es, eine klinische Nutzung, v.a im
Bereich der interventionellen Diagnostik, zu ermdéglichen. Die Nachweisrate fir die
Mutation erreichte sogar bei den &uBerst kleinen Gewebefragmenten nahezu die
100%, die man bei den Gewebeblécken gefunden hatte. Insbesondere wurden

erstmals die Differenzierung unklarer Raumforderungen des mittleren Abdomens
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sowie Veranderungen der chronischen Pankreatitis mituntersucht, dabei wurde
mutiertes Ras nur bei den Malignomen des Pankreas gefunden und ein
gewinnbringender Einsatz zur Differentialdiagnostik schien méglich (Tada et al.,
1991, S.233-238).

Bereits zeitgleich zur ,RNAse A Cleavage-Methode®, wie sie Alimoguera praktizierte,
diente auch die Hybridisierung mit synthetischen Oligonukleotiden zum indirekten
Nachweis einer mutierten Gensequenz.

So stellten Masson und Andren-Sandberg 1992 im AnschluBB an eine PCR mit den
Primern fir Codon 12, 13 und 61 durch Hybridisierung mit spezifischen
Oligonukleotiden die genaue Art der Mutation fest. Sie fanden unter 9
Pankreastumoren 7 Mutationen an Codon 12 und eine an Codon 13. Hervorgehoben
wurde damals, daB bei dieser Methode keine vorherige Mikrodissektion zur
Trennung von Tumor- und Normalgewebe nétig sei. (Masson et Andren-Sandberg,
1992, S.421-424)

Die Studie mit den gréBten Probenzahlen nach diesem Verfahren flhrten 1993
Hruban und Mitarbeiter durch; sie entdeckten bei 69 von 82 Pankreaskarzinomen
(83%) im Gewebe des OP-Praparates oder des Paraffinschnittes Ras-Mutationen.
Der Austausch der einzelnen Basen deckt sich mit den Ergebnissen von Tada 1989.
Hruban behauptet in dieser Arbeit - wie in der Literatur bereits vorbeschrieben -, daB
keine Korrelation zwischen Ras-Mutation und Proliferationsindex des Tumors oder
Uberleben des Patienten bestiinde (Hruban et al., 1993, S.545-554).

Es entstanden in Folge noch zahlreiche Arbeiten, die Ras-Mutationen mit der
Methode der PCR-Amplifizierung mit anschlieBender Hybridisierung in Tumorproben
aus OP-Praparaten, Paraffinschnitten und Feinnadelbiopsien sowie zytologischen
Proben aus Pankreas- und Duodenalsaftaspiraten untersuchten. Dabei lieBen sich
Mutationen bei den Karzinomen in einem stets sehr hohen Prozentsatz nachweisen.
1993 erschien eine Studie, in der sich nach PCR und Hybridisierung bei einigen
Proben zwei verschiedene Punktmutationen im Tumorgewebe zeigten. Dies wurde
als Beweis flir eine multizentrische Lokalisation der Karzinome gewertet (Motojima et
al., 1993, S.138-143).

Parallel wurde die Restriktionsenzym—Mismatch-Polymerase-Kettenreaktion
verwendet, die Levi erstmals 1991 in seinen Versuchen zur Ras-Detektion bei
Cholangiozellularen Karzinomen beschrieben hatte (siehe 1.4.). Auch mit dieser

Methode gelang es mehreren Arbeitsgruppen, Ras-Mutationen im Gewebe von
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Pankreaskarzinomen regelmaBig mit vergleichbar hohen Prozentsatzen
nachzuweisen.

Um mit weniger invasiver Diagnostik als den Punktaten und Feinnadelbiopsien
klinische Anwendung fir die Ras-Detektion zu finden, war der Nachweis in
Pankreas- und Galleflissigkeit Inhalt zahlreicher Studien. Erstmals untersuchten Miki
et al. 1993 in 41 Féllen endoskopisch gewonnenen Pankreassaft mit der Methode
von PCR und RFLP. Die PCR gelang bei 9 Pankreaskarzinomen; bei 6 war eine
Ras-Mutation im Codon 12 zu finden. Alle Proben der Negativkontrollen und nicht-
malignen Erkrankungen waren ,Ras-negativ‘, d.h. zeigten den Gen-Wildtyp.(Miki et
al., 1993, S. 145-148)

Es folgten mehrere Verdffentlichungen Uber eine mdgliche Verbesserung der
Diagnostik des Pankreaskarzinoms durch Detektion von Ras-Mutationen im
Pankreassekret, wobei der Nachweis unter Verwendung aller gebrauchlichen
Methoden erbrachte werden konnte.

Tada hatte bereits 1993 parallel zu den ersten Experimenten mit Pankreassekret
versucht, Uber den Ras-Nachweis im Blut zirkulierende Tumorzellen aufzudecken,
wobei nur das periphere Blut von 6 Patienten untersucht wurde (Tada et al., 1993, S.
2472-2474).

Diese Mdoglichkeit griffen 1998 Mulcahy und Mitarbeiter. wieder auf und machten
eine prospektive Studie Uber den Nachweis mutierter Ras-Gene im Blutplasma von
Karzinompatienten. Die DNA von 21 Patienten mit Pankreastumor zeigte in 17 Fallen
(81%) eine K-Ras-Mutation. Falls Gewebe des Primartumors verfligbar war, wurde
auch dieses mit PCR und anschlieBender Sequenzierung analysiert; es fanden sich
durchweg die namlichen Mutationen im Tumor selbst wie im Plasma. Weitere
Studien, um die Validitat fir den klinischen Gebrauch zu sichern, wurden dringend
gefordert (Mulcahy et al., 1998, S. 271-275).

Auch die Nachweismdglichkeit im Stuhl von Patienten mit Pankreaskarzinomen
wurde Uberprift, im Hinblick auf die Entwicklung eines ,Genokkult“-Tests. Caldas
fand Mutationen im Stuhl von Karzinompatienten in 6 von 11 Féllen, in 2 von 3 Féllen
bei cholangiozellularen Karzinomen und in 1 von 3 Fallen bei chronischer
Pankreatitis. Der Basenaustausch entsprach bei den Karzinomen dem im
Primartumor, bei den restlichen Proben fand sich eine Ubereinstimmung mit den
Mutationen der identifizierten muzindésen Zellhyperplasien des Pankreasgangepithels
(Caldas et al., 1994, S. 3568-3573).
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AnstoB zu weiteren Uberlegungen und insbesondere zur Beurteilung, inwieweit die
Untersuchungen auf Ras-Mutationen zur Tumordiagnostik geeignet sind, gaben
Verdffentlichungen Uber Ras-Mutationen bei muzindsen Zellhyperplasien des
Pankreas (Yanagisawa et al., 1993, S.953-956). Denn bereits 1992 hatte Lemoine
Uber die Aktivierung von Ras in prainvasiven Karzinomen berichtet (Lemoine et al.,
1992, S.230-236). In den letzten Jahren entstand vergleichbar der Adenom-
Karzinom-Sequenz der Kolonkarzinome ein Tumorprogressionsmodell fir das
duktale Pankreaskarzinom. Das invasive Pankreaskarzinom ist dabei Endstufe einer
Entwicklung von der flachen Epithelhyperplasie (PanIN-1A) (ber die papillare
Hyperplasie ohne (PanIN-1B) oder mit Atypien (PanIN-2) zu einem Carcinoma in situ
(PanIN-3). Dabei weist man Punktmutationen im K-Ras-Gen bereits in bis zu 30%
der frihen PanIN- Veranderungen nach (Schneider et al., 2003, S. 165).
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2 Fragestellung / Zielsetzung:

Im Rahmen vielféltiger Untersuchungen an Ras-Genen und ihren mutierten Formen
wurden multiple Methoden zu ihrem Nachweis etabliert (1.4.), im Gegenzug erdffnete
die Anwendung neuer molekularbiologischer Verfahren wiederum weiterfihrende
Méglichkeiten auf dem Gebiet der ,Ras-Forschung*.

Nachdem der Nachweis mutierter Ras-Gene im Tumorgewebe selbst und in
Pankreassekreten gefthrt worden war, fand man ,Ras” auch im Blutplasma und in
Stuhlproben von Tumorpatienten.

Unsere Untersuchungen sollten zeigen, ob der Nachweis von K-Ras-Mutationen
durch Mismatch-PCR und RFLP auch im peripheren Vollblut von Tumorpatienten
moglich ist. Das Pankreaskarzinom war hierbei die in erster Linie untersuchte
Tumorentitédt- insbesondere auch im Hinblick auf mdgliche Abgrenzung zur
chronischen Pankreatitis . Daneben wurden zur umfassenderen Beurteilung des
Verfahrens auch Proben von Patienten mit cholangiozelluldren und Kolonkarzinomen
miteinbezogen.

Sollte sich die verwendete Methode als ausreichend spezifisch und sensitiv
erweisen, zirkulierende Tumorzellen in der Leukozytenfraktion des Blutes
aufzusparen, hofften wir eine Korrelation der Nachweisgrenze mit dem jeweiligen
Tumorstadium auszumachen. DarlUberhinaus héatte Gber die Veranderung der
Tumorzellausaat ins Blut auf diesem Weg der Verlauf bzw. das Ansprechen einer

zytostatischen Therapie beobachtet werden kénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenauswahl

Auf samtlichen Stationen der Il. Medizinischen Klinik fir Innere Medizin des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitat Minchen wurden im Zeitraum
von Mai 1996 bis Ende 2000 Proben gesammelt. In erster Linie setzte sich das
Patientengut wie folgt zusammen: Patienten mit V.a. Pankreasneoplasien, mit
bereits diagnostizierten bzw. histologisch gesicherten Pankreaskarzinomen,
Patienten mit chronischen Pankreatitiden, teils mit Pseudozystenentwicklung,
Patienten mit akuten Pankreatitiden, Patienten mit Tumoren im Bereich der
ableitenden Gallenwege und Gallenblasenkarzinomen, Patienten mit kolorektalen
Karzinomen in verschiedenen Tumorstadien. Darlberhinaus wurden auch wenige
Patienten mit anderen Tumorentitdten erfasst sowie mehrere Patienten der Il.Med.
Klinik ohne Tumorerkrankung als zusatzliche Kontrollgruppe. Ebenfalls zur Kontrolle
wurden Blutproben mehrerer gesunder Probanden verwendet.

Um die Konstanz der Befunde =zu Uberprifen, wurden bei einigen der

Tumorpatienten an mindestens 3 aufeinanderfolgenden Tagen Proben entnommen.

3.2 Probensammlung und Konservierung

3.2.1 Blutproben

Die Blutproben wurden in 9 ml EDTA-Réhrchen abgenommen und bis zur
Weiterverarbeitung innerhalb der nachsten 12 Stunden bei 4°C aufbewahrt.

3.2.2 Sekretproben

Sekrete aus Pankreasgang und den Gallenwegen, die groBteils aus ERCP-
Untersuchungen und zum kleineren Teil aus perkutanen Drainagen
(PTCDs/Yamakawa-Drainagen) stammten, wurden bis zur Praparation der DNA auf
Eis gelagert bzw. transportiert.

3.2.3 Gewebeproben / Paraffinblocke
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Die in Paraffin gebetteten Gewebeproben stellte das Institut fiir Pathologie unseres
Hauses zur Verflgung. Bei Raumtemperatur wurden mit einem Mikrotom Schnitte
von 7 bis 10 um Dicke angefertigt. Pro Probe wurden mindestens 2-3 Schnitte auf
Objekttrager aufgezogen oder zusammen zur weiteren Verarbeitung in ein steriles

ReaktionsgefaB tberflhrt.

3.2.4 Kontrollzelllinien

Sowohl als Positiv — wie auch als Negativkontrolle wurde DNA aus Tumorzelllinien
verwendet. Die Praparation der DNA erfolgte nach der gleichen Methode wie bei
Vollblutproben.

Alle verwendeten Zellen wurden von der , Deutschen Sammlung far
Mikroorganismen und Zellkultur" bezogen. Die Zellen wurden als Gefrierstocks
geliefert, die weitere Lagerung erfolgte in flissigem Stickstoff bei —196°C. Nach
Auftauen bei 37°C wurden sie in Zellkulturflaschen aus Plastik (Polystyrol, Falcon)
mit vorgelegtem, angewarmtem Medium ausgesat. Die Kultivierung der in
Monolayern wachsenden Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C und einem CO.-
Gehalt von 5%. Sobald die KulturgefaBe konfluent bewachsen waren, I6sten wir die
Zellen durch Behandlung mit Trypsin/EDTA (Gibco BRL, 0,25%) vom Boden der
Kulturflaschen. Nach Inaktivierung des Trypsin/EDTA mit serumhaltigem Medium
wurden die Zellen abzentrifugiert (300 g, 3min) und entweder zur Herstellung von
Gefrierstocks mit Einfriermedium resuspendiert, oder zum Passagieren 1/5 bis 1/8
gesplittet, mit frischem Medium versetzt und flr die weitere Kultivierung in neue

Flaschen ausgesét.
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Zelllinien Medium Ras

humanes Pankreasadenokarzinom

PA-TU -8902, -8988S, -8988T 90% DMEM + 5% FCS + 2mM L-Glutamin +
humanes Kolonadenokarzinom

SW 480 90-95% RPMI 1640 + 5-10% FCS +
HT 29 90% Mc Coy's 5A + 10% FCS +

Mé&usefibroblasten

3T3 90-95% DMEM + 5-10% FCS -
humanes hepatozellulares Karzinom
HEP-G2 90% RPMI + 10% FCS +

3.3 DNA-Isolation

3.3.1 DNA-Isolation aus Vollblut / Zellsuspension

Die DNA-Praparation aus den Blutproben wurde nach folgender Methodik in
mehreren Schritten durchgefiihrt:

Circa 9 ml Blut wurden in ein 50 ml-Probengefa3 Gberflhrt und 15 min bei 1800
U/min zentrifugiert, das Plasma wurde als Uberstand abgesaugt und verworfen. Der
verbliebene Niederschlag (Pellet) wurde zur Lyse der Erythrozyten mit Aqua dest. auf
40 ml Endvolumen aufgeflllt und kraftig gemischt. Nach erneutem Zentrifugieren bei
1800 U/min wurde wiederum der Uberstand abgesaugt. Diesen Waschvorgang
wiederholten wir je nach Bedarf zwei bis dreimal, um samtliche Reste der
Erythrozyten zu entfernen und ein Pellet aus Leukozyten und ggf. Tumorzellen zu
erhalten. Zur letzten Sauberung wurde das Pellet mit PBS gewaschen, anschlieBend
wurden die erhaltenen Zellen in Nukleid-Lysis-Puffer aufgenommen und bei - 20 °C
eingefroren.

Zur weiteren Préparation tauten wir die Proben auf und gaben 200 ul SDS hinzu,

nach kraftigem Mischen folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 min.
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Flr den Proteinverdau wurden je 50 pl Proteinase K (Firma Boehringer Mannheim)
zugegeben und die Proben Uber Nacht im 37 ° C warmen Wasserbad geschittelt.
Nach kurzem Abklhlen im Kihlschrank schittelten wir unter Zugabe von je 2 ml 5 M
NaCl die Proben per Hand und stellten sie fiur 1 h auf Eis, um die Proteine
auszusalzen.

Nach mindestens 15 min Zentrifugation bei 2500 U/min und 4°C konnte der klare
Uberstand in neue ProbengefaBe (iberflihrt werden. Zeigte sich noch triiber
Bodensatz, muBte das Aussalzen wiederholt werden.

Zur Protein-Extraktion wurde das einfache Volumen an Phenol-Chloroform-
Isoamyalkohol-Mischung (25:24:1, Firma Roth) zugegeben, geschuittelt und zur
Phasentrennung circa 30 min bei 3000 U/min zentrifugiert. Die obere wéaBrige Phase,
welche die Nukleinsduren enthélt, wurde in ein neues GefaB pipettiert. Durch
Wiederholung des Vorganges mit Isoamylalkohol konnten wir auch noch letzte
Phenolreste entfernen.

Die Fallung der Nukleinsduren erfolgte durch Zugabe von ungefahr dem zweifachen
Volumen an eiskaltem 96 % Alkohol und nach Bedarf von 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat, pH 5,2. Nach Prazipitieren fir mindestens 15 min auf Eis oder im
Gefrierschrank bei - 20°C wurde die ausgefallene DNA nochmals mit 70 % Ethanol
gewaschen. Nach Abzentrifugieren fir circa 10 min bei 5000 U/min und 4°C saugten
wir den Alkohol ab, das Pellet wurde in einer Vakuum-Glocke vollends getrocknet
und dann in 100 bis 400 pl TE-Puffer geldst.

Die weitere Lagerung erfolgte bei — 20 °C bzw. — 80 °C.

Materialien:

Phosphat gepufferte Saline(Salzlésung) - PBS :
NaCL 16,0 g

KCI 0,49

Na,HPO, 2,9 ¢

KH.PO, 0,48¢g

H-O ad 2000 ml

Nukleid-Lysis-Puffer:
EDTA 25 ml
Tris-HClI 5 ml
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NaCl 15 ml
H-O ad 500 ml
HCI pH 8,2

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 20 %

Tris EDTA-L6sung (TE-Puffer einfach):

Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM

EDTA (pH8,0) 1 mM

Die Extraktion der genomischen DNA aus Vollblut erfolgte bei einem geringen Teil
der Proben, v.a. bei den Negativkontrollen, mit dem Qiagen Blood Kit nach

entsprechender Anleitung.

3.3.2 DNA-Isolierung aus Paraffinschnitten

3.3.2.1 Entparaffinierung des Gewebes

Zur Reduktion der Paraffinmenge wurden nach Mdglichkeit die Gewebeanteile, die
das interessierende Tumormaterial enthielten, aus den auf Objekttrager
aufgezogenen Schnitten mit einem sterilen Skalpell ausgekratzt und in sterile 2 ml
Roéhrchen (Tube) gegeben. Die Gewebemenge sollte gemaB den Vorschriften des
entsprechenden Quiagen-Kits circa 25 mg nicht Gberschreiten.

Zur Paraffinentfernung wurde eine Extraktion mit Xylol durchgefiihrt: Dazu wurden
1200ul Xylol pro 2 ml Tube zugegeben und dann kraftig gemischt. Nach 5 min
Zentrifugation bei Raumtemperatur und maximaler Umdrehungszahl lie sich der
Uberstand vorsichtig abpipettieren; dabei sollte das Pellet nicht aufgewirbelt werden.
Zur Entfernung eventueller Xylol-Reste gaben wir 1200ul Ethanol abs. zum Pellet,
schittelten kraftig und zentrifugierten erneut fir 5 min bei RT und 18 000 g. Der
Ethanol wurde abpipettiert und der Waschvorgang in gleicher Weise wiederholt.
AnschlieBend trocknete das Pellet im gedéffneten Tube fir 10 —15 min bei 37°C, bis
der noch verbliebene Alkohol verdampft war. Das entparaffinierte Gewebe wurde in
180 ul ATL-Puffer nach der Anleitung des QlAamp Tissue-Kits der Firma QIAGEN

aufgenommen und entsprechend weiterverarbeitet.
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3.3.2.2 DNA-Praparation aus entparaffinisiertem Gewebe:

Nach Entfernung des Paraffinanteils erfolgte die DNA-Préaparation gemafB der
Anleitung des QlAamp Tissue Kits der Firma QIAGEN.

3.3.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration der DNA-LOsung wurde durch Extinktionsmessung im
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt. Dazu
wurden 2 bis 4ul der DNA-Lésung mit destilliertem Wasser auf das Endvolumen von
50ul gebracht und in Quarzkivetten vermessen. Der Quotient aus den bei 260 nm
und 280 nm unter Bericksichtigung des Leerwertes gemessenen Werten ( OD2gp /
ODygo) erlaubt eine Beurteilung der Reinheit der Probenlésung. Werte des
Quotienten von > 1,8 sind bei guten Praparationen zu erwarten.

Eine Extinktion von 1,0 bei 260 nm (OD2g0) entspricht bei einer Schichtdicke von 1
cm einer Menge von 50 pg doppelstrangiger DNA.

Konzentrationsberechnung: ¢ = ODogy *€ pna * V

¢ - Konzentration der Nukleinsaurelésung ( pg/ul)
ODys - Extinktion bei 260 nm
eona - Extinktionskoeffizient von Nukleinsauren ( 0,05 cm?®/ mol )

V - Verdinnungsfaktor
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3.4 PCR und Verdau

3.4.1 PCR-Version I: Nested-PCR

Die priméar durchgefihrte ,nested- PCR® setzte sich entsprechend den Arbeiten von
Levi und Kahn aus zwei PCRs (PCR1 und PCR2) mit je einem anschlieBenden
Restriktionsenzymverdau zusammen.

Zuerst wurde die DNA mit einem Primerpaar fir das Exon | des Ki-Ras-Gens
amplifiziert, dabei wurden (wie unter 1.4. erldutert - siehe Abbildung 4) ,mismatch*
Primerpaare verwendet. Der antisense-Primer 2a tragt einen ,mismatch”- Cytosin
Rest an der ersten Position des Codon 11, dadurch wird die Schnittstelle — CCTGG -
fur das Restriktionsenzym BstN | geschaffen, die die ersten zwei Nukleotide des
Codon 12 einschlieBt. Liegt eine Ras-Mutation vor, entsteht nach Amplifizierung
keine Schnittstelle. Demnach liegen nach der ersten PCR und dem ersten
Enzymverdau zwei Fragmente unterschiedlicher Lange vor.

In der zweiten PCR werden selektiv die Mutanten vervielfaltigt, dazu wird derselbe
sense-Primer 1s und ein anderer antisense-Primer 3a eingesetzt. Das PCR-Produkt

wird wiederum mit BstN | verdaut.

PCR-Ansatz : PCR-Version |

PCR 1 PCR 2
PCR-Puffer 5l 5l
MgClz (50 mM) 2 ul 2l
d NTP (2,5 mM) 2 ul 2 ul
Primer 1 s (50 pM) 1 ul 1 ul
Primer 2 a (50 pM) 1 pl -
Primer 3 a (50 pM) - 1 ul
DNA / Verdauprodukt AMMug 1 ul
Tag-Polymerase (1:5) 1u 1 ul
H.O ad 50yl ad 50yl
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Oligonukleotidsequenzen der Primer:

Upper-Primer (_sense):

Primer 1s :5- ACT GAA TAT AAACTT GTG GTA GTT GGA CCT -3
Lower Primer (antisense):

Primer 2a : 5'- TCA AAG AAT GGT CCT GGA CC-3

Primer 3a : 5- TAA TAT GTC GAC TAA AAC AAG ATT TAC CTC-3'

Zur Durchfiihrung der PCR wurden auf Eis die Komponenten des sog. Pra-Mixes
(H20, dNTP, MgCl,, PCR-Puffer, Primer) vorgelegt, in sterile, dinnwandige 500l
ReaktionsgefaBe verteilt und das entsprechende Volumen der DNA-LSsung fir jede
Probe zupipettiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von je 1 ul Tag-Polymerase (Firma
Gibco BRL).

Um Verdunstung zu vermeiden, wurde jeder Reaktionsansatz mit 50 pl Mineraldl

Uberschichtet.

PCR-Zyklen:

Temperatur Zeit Zyklus
Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 1 min 1-25
Annealing 55 °C 1 min
Extension 73 °C 1 min
Extension 73 °C 5 min

Die erste PCR wurde nach angegebenem Profil durchgefiihrt, die Proben wurden
anschlieBend abgekuhlt und bei 4 °C gelagert. Flr langfristige Aufbewahrung wurden
die PCR-Produkte bei — 20 °C eingefroren.

Nach Verdau mit BstN | zu den unter 3.4.2. angegebenen Bedingungen wurde je 1 pl
aus dem Verdau-Produkt als Template der zweiten PCR eingesetzt. Als Primer
dienten 1 s und 3 a, die Ubrigen Komponenten entsprachen denen der ersten PCR.
Die zweite PCR durchlief bei gleichem Profil (siehe Schema) im Gegensatz zur
ersten PCR 30 Zyklen.
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Das endgiltige PCR-Produkt wurde wiederum mit BstN | verdaut und mittels
Gelelektrophorese analysiert (siehe 3.5).

Da die PCR ein hochsensibles Verfahren darstellt, und die Kontaminationsgefahr bei
der nested-PCR besonders zu beachten ist, war duBerst sorgféltiges Vorgehen
erforderlich.

In der Durchfihrung wurde mit sterilen Filtertipps (gestopfte Einmalspitzen),
getrennten Pipetten- und -—spitzenséatzen, teilweise auch unter der Sterilbank
gearbeitet. Zusatzlich wurden die PCR-Ansatze in von den anderen Schritten
getrennten Raumen durchgefiihrt und entsprechende Kontrollansatze (3.4.4)

gemacht.

3.4.2 Enzymverdau und RFLP

In der ersten PCR flUhrten wir durch den mismatch-Primer im unmutierten Codon
eine Schnittstelle fir das Enzym BstN | ein: 5° ...CCTGG...3". Der anschlieBende
Restriktionsenzymverdau produzierte abhangig vom Vorliegen der Mutation im K-
Ras-Gen PCR-Produkte unterschiedlicher L&nge. In der zweiten PCR wurden
selektiv die Mutanten vervielfaltigt, ein zweiter Verdau sollte alle noch entstandenen
Wildtypen schneiden. Da so nach dem Verdau DNA-Fragmente unterschiedlicher
Lange vorliegen (Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus = RFLP), wird eine
Analyse durch Gelelektrophorese mdglich.

Dem PCR-Produkt wurden 10,5 pl der Puffer-Lésung fir den Verdau und 0,5l
BstN1 (Firma New England Biolabs) zugegeben. Bei 60 °C, der optimalen Arbeits-
Temperatur fir das hitzestabile Enzym, erfolgte der Verdau flir eine Stunde im
Wasserbad.

Verdau-Ansatz:

NaCl (2 M) 2,5 ul
BSA 2,5 ul
DTT 0,5 pl
MgCly (50 mM) 5l

BstiN | 0,5 pl
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3.4.3 PCR-Version ll: Zwischenstufen und Endversion

Die hohe Rate an falsch positiven Ergebnissen mit der nested PCR Version | machte
Umstellungen zur Reduktion der Fehlerrate, speziell zur Erhéhung der
Kopiergenauigkeit der Tag-Polymerase nétig, insbesondere, da ein Wechsel des
Enzyms aus den unter 4.2.2.2 aufgeflihrten Grinden nicht méglich war.

Zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden v.a. die
Konzentrationen wichtiger PCR-Komponenten variiert und Reihenansatze bzw.
Gradienten-PCRs zur Verbesserung des Temperaturprofils durchgefihrt.

Die Austestung der besten Konzentration fir die dNTPs und die Magnesiumionen
sowie die Ermittlung des optimalen Temperaturprofils erbrachten ein neues PCR-
Schema. AuBerdem hatte sich in Versuchen zur Primervariation gezeigt, daB die
Verwendung von nur zwei Primern (1s und 3a) gleich gute Ergebnisse brachte, d.h.
gleiche Sensitivitat und Spezifitat.

Der Zusatz von BstN | zum PCR-Ansatz verringerte durch Schneiden des Wildtyps
im Verlauf der Amplifizierung die Rate an unverdautem Wildtyp im Endprodukt und
damit die Menge an falsch positiven Resultaten im Gel. Anfangs setzten wir 1 pl des
hitzestabilen Enzyms pro PCR-Reaktion ein.

Um die geeignete Kombination der Zyklenanzahl zur Steigerung der Sensitivitat zu
finden, variierten wir diese in mehreren Ansatzen. Prinzipiell sollte die Zyklenzahl der
ersten PCR eher niedrig gehalten werden, um eine exponentielle Vermehrung
Jfalscher” Produkte in der zweiten PCR zu vermeiden. Da bei 12 Zyklen der ersten
und 28 Zyklen der zweiten PCR die Resultate nicht zufriedenstellend waren,

erhdhten wir auf die angegebenen 25 und 40 Zyklen.
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So entstand zuerst folgender PCR-Ansatz :

PCR-Ansatz :
Reaktionsvolumen: 50 pl
d NTP 40 uM
Primer 1 s 0,5 uM
Primer 3 a 0,5 uM
PCR-Puffer 5 ul
DNA 1 ug
Polymerase (Red-Taq) 2,5 units
BstN1 1l
im PCR-Puffer:
MgClz 0,11 mM
PCR-Zyklen:
Temperatur Zeit Zyklus
Denaturierung 92 °C 2 min PCR1 PCR2
Denaturierung 92 °C 15 sec 1-25 1-40
Annealing 55 °C 5 sec
Extension 64 °C 1 min
Extension 64 °C 4 min

Im weiteren Verlauf setzten wir das Restriktionsenzym BstN |
Konzentration in den PCR-Ansatz ein. Da so fast samtlicher Wildtyp bereits direkt
nach der Entstehung im Verlauf der PCR gespalten wurde und dann nicht mehr als
Matrize der weiteren Amplifizierung zur Verflgung stand, konnte die Verdau-PCR
uber 45 Zyklen durchgefihrt werden. Es gelang eine selektive Anreicherung
mutierter Sequenzen und die Methode erreichte eine hohe Sensitivitdt. Dazu trug

auch eine Reduktion der Primerkonzentration bei, die wiederum durch mehrfache

Variation der Versuchsansatze ermittelt worden war.
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PCR-Ansatz : PCR-Version Il (45 Zyklen)

Reaktionsvolumen: 50 ul

d NTP (40 uM) 1 pl
Primer 1 s 0,25 pl
Primer 3 a 0,25 pl
PCR-Puffer 5 ul
BstN | 2 ul
Red-Taq 2,5 ul
DNA 1 ug
H20 ad 50 pl

Durch den Einsatz von BstN | in der PCR hatte sich gezeigt, daB das Enzym im
Reaktionsansatz ohne Vorlage eines spezifischen Puffers gut schneidet — zumal die
Bedingungen sehr ahnlich sind. Daher wurde im Endverdau kein BstN |-Puffer mehr
verwendet und zur Verringerung des Enzymverbrauchs nur die zur Gelanalyse nétige
Menge verdaut.

Verdau : Versionll—1 h-60 °C

PCR-Produkt 20 ul
BstN | 2ul

3.4.4 Kontaminationskontrollen

Die PCR leistet eine exponentielle Vervielfaltigung der Matrize, d.h., es besteht die
Gefahr einer Potenzierung von ,Fehlkopien® — insbesondere, wenn diese im Verlauf
der ersten Amplifikationsrunden entstehen. Daher missen Verunreinigungen von
Reagenzien und Materialien mit PCR-Produkten unbedingt vermieden werden.

Wir trennten daher DNA-Praparation, PCR-Ansatz und Analyse der PCR-Produkte
raumlich und arbeiteten unter Berlcksichtigung der entsprechenden MaBregeln
(siehe 3.4.1)

36




Zur Kontrolle wurden bei jedem Ansatz Negativkontrollen mitgeftihrt. Zum AusschluB
der Verunreinigung von Reagenzien diente die Wasserprobe, d.h. anstelle der
Matrize wurde Wasser eingesetzt. Bei jedem Ansatz wurden Proben gesunder

Probanden bzw. Ras-negativer Zelllinien (3.2.4) mituntersucht.

3.5 Gelanalyse und Gelextraktion

Aufgrund ihrer negativen Ladung trennen sich DNA-Molekile in einem elektrischen
Feld in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht voneinander.

Zur Auftrennung doppelstrangiger DNA-Fragmente eignen sich Agarose- und
Polyacrylamid-Gele. Standard-Agarose-Gele zwischen 0,5% und 1,8% trennen
Fragmente zwischen 0,2 und 30 kb, hochprozentige Agarosegele und Polyacryamid-
Gele sind zur Analyse bei Langen unter 200 bp geeignet.

Als Laufpuffer kann sowohl 1 x TBE als auch 1 x TAE verwendet werden, wobei
TAE-Puffer flr préaparative Gele bevorzugt wird, wahrend TBE-Puffer scharfere

Banden erzeugt und daher fiir hochauflésende Gele zu wéahlen ist.

Materialien:

10 x TBE - Puffer 50 x TAE - Puffer
Tris 108 g Tris pH 8,240 mM
Borsaure 55¢ EDTA 2mM
EDTA (0,5M,pH 8,0)4,0 mi Essigsaure20 mM
H-O ad 1000 ml

3.5.1 Verwendete Gele, Loading-Buffer und DNA-Marker

3.5.1.1 Polyacrylamidgele

Zur Analyse unserer PCR-Produkte mit einer Lange zwischen 120 und 140
Basenpaaren verwendeten wir 12 % Polyacrylamidgele. Die Gelmasse wurde aus
Acrylamid, Aqua dest. und Tris-Bohr-EDTA-Puffer (siehe 3.5) hergestellt; nach dem
Vermengen dieser Substanzen leitete die Zugabe von 100 pl Ammoniumpersulfat
(25%) und 50 pyl TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) die Polymerisation
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ein. Daher sollte die Gellésung baldmdglichst in die vorbereiteten Gelkammern
gegossen werden.

Die komplette Polymerisierung bei Raumtemperatur dauerte zwischen 2 und 3 h.

PAA-Gel:

Acrylamid (830 %) 16,6 ml

TBE (10 fach) 5 ml

H20 28,3 ml

Start der Polymerisation durch Zugabe von :
APS (25 %) 100 pl

TEMED 50 ul

3.5.1.2 Agarosegele

Bei einer Fragmentlange < 200 bp bendtigten wir hochprozentige Agarosegele. Die
eigene Herstellung kann bei diesen Konzentrationen problematisch sein und zu
inhomogenen Gelen flhren. Es wurden daher 4 % Fertiggele und sog. E-Gele der

Firma Invitrogen verwendet.

3.5.1.83 Loading-Buffer und DNA-Marker

Der zum Sichtbarmachen der Front der PCR-Produkte wahrend der Gelanalyse
verwendete Loadingbuffer enthalt die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol.
Er wurde den PCR-Produkten vor dem Auftragen aufs Gel zugegeben und
ermd@glichte eine Kontrolle des Elektrophoreselaufs.

Zum GroBenvergleich der Fragmente dienten DNA-Langenstandards (25 bp DNA
Ladder; Firma Gibco BRL).
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Materialien:

Loading-Puffer: Ammoniumpersulfat 25 %:
Glycerol (50% ig) APS 0,25¢g
1 mM EDTA HO ad 1 ml

0,4% Bromphenolblau
0,4% Xylencyanol

3.5.2 Gelanalyse der PCR-Produkte:

Die auspolymerisierten Polyacrylamidgele wurden zur vertikalen Elektrophorese in
der zugehdrigen Elektrophoresekammer eingespannt und die Gelzwischenrdume
sowie die Wannen der Kammer mit TBE-Puffer aufgeflllt. Die Trennstrecke betrug
15 cm, die Geldicke 0,75 mm. Vor dem Auftragen gaben wir 1/6 des Volumens an
Loading-Puffer zu den Proben.

Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung mit 1 bis 8 V pro cm Gellange.
Die Elektrophorese wurde gestoppt, sobald die Bromphenolbande die untere Puffer-
Kammer erreicht hatte.

Das ,Sichtbarmachen” der DNA geschah durch anschlieBende Farbung der Gele in
separaten GefaBen in einer Lésung von 50 pl Ethidiumbromid auf circa 25 ml Aqua
dest. fur mindestens 15 min. Die Ethidiumbromid-Molekile interkalieren mit der
DNA-Helix; im UV-Licht einer Wellenldnge von 302nm wird die Fluoreszenz der
DNA-Ethidiumbromidkomplexe angeregt und so die DNA sichtbar. Es sollte eine
Kontrolle unter UV-Licht erfolgen, um eine ,Uberfarbung® zu vermeiden. Eine
anschlieBende 2 bis 3 malige Spulung mit Aqua dest. entfernt Uberschiissiges
Ethidiumbromid.

Die Analyse in den sog. E-Gelen erfolgte in der zugehdrigen Kammer der Firma
Invitrogen, die Zugabe eines Elektrophoresepuffers war nicht nétig, auch das zur
DNA-Farbung nétige Ethidiumbromid war in diesen Gelen bereits enthalten. Nach

AnschluB des Systems an Haushaltsstrom betrug die Laufzeit 30 Minuten.
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Die Agarosegele schwammen in einer mit 1XTAE-Puffer geflllten Elektrophorese-
kammer. Nach Zugabe von 400-500 pl Ethidiumbromidstammlésung auf circa 2 |
Puffer erfolgte bereits wahrend der horizontalen Elektrophorese die Anfarbung der
DNA durch Interkalierung des Ethidiumbromids zwischen die Basen.

Nach entsprechender Vorbereitung der Gele wurden die mit Loading-Buffer in einem
Verhéltnis von 2:10 gemischten PCR-Produkte in die Geltaschen vorsichtig
einpipettiert.

Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 1 bis 5 V pro cm
(Abstand zwischen den Elektroden der Kammer).

Aufgrund der ,Anfarbung® der Fragmente in den mit Ethidiumbromid-behandelten
Gelen bereits wahrend der Elektrophorese war eine Kontrolle der erfolgten
Laufstrecken unter UV-Licht zwischenzeitlich maéglich. Ansonsten muBte die

Orientierung indirekt an der Front des Loading-Buffers erfolgen.

Die Gele wurden vorsichtig aus den Elektrophoresekammern bzw. den Farbewannen
genommen und auf einen Leuchttisch (Bachhofer) gelegt. Zur Bilddokumentation
wurden Polaroidphotos angefertigt. Sollte eine weitere Analyse der Mutationsbanden
erfolgen, wurden die jeweiligen Banden zuerst unter UV-Licht mit sterilen Skalpellen
inzidiert. Dabei wurde fir jedes Fragment ein eigenes Skalpell verwendet, um
Kontaminationen zu vermeiden.

Neben den Mutationsbanden der Patientenproben wurden auch mehrfach
Negativkontrollen, d.h. die Banden des Wildtyps, mit ausgeschnitten und
weiterverarbeitet.

Die markierten Gelstlickchen wurden dann komplett ausgestochen, in sterile 2ml

Tubes gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C eingefroren.

3.5.3 Gelextraktion der PCR-Produkte

Nach Ausschneiden der entsprechenden Banden aus den Gelen, wurden die Proben
bei — 20 °C gelagert oder sofort weiterverarbeitet.

Die DNA-Isolation aus den Gelstiickchen wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
der Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Methode
bedient sich der selektiven DNA-Bindung an Silicagelmembranen nach Auflésung

der Gelsubstanz.
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3.6 Klonierung der PCR - Produkte

3.6.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Eine bestmdgliche Vorbereitung der PCR-Produkte fiir Ligation und Klonierung sollte
eine hohe Transformationsfrequenz ermdglichen.

Die PCR-Endprodukte wurden bei 4°C bzw. — 20 °C gelagert, die Proben wurden auf
Raumtemperatur gebracht und mit dem QIAquick PCR Purification Kit der Firma
Qiagen nach den Vorgaben des Herstellers soweit mdglich von Resten der PCR-
Komponenten befreit. Eine erneute Gelelektrophorese wurde zur weiteren
Aufreinigung durchgefthrt. Die zu analysierenden Banden wurden wiederum
ausgeschnitten und die DNA-Fragmente mittels Gelelution gewonnen.

Flr die nachfolgende Ligation war eine Konzentration der DNA von circa 0,5 pg/ml
erforderlich, daher wurde bei Unterschreiten dieser Konzentration eine Fallung mit

der Fallungshilfe Pellet Paint (Firma Novagen) durchgefihrt.

Materialien:
Fallung: Gel-Eluat ca. 150 pl
Pellet Paint 2 pl
Natrium-Acetat 15 ul
Ethanol abs. ca. 350 ul

3.6.2 Préaparation der DNA-Enden

Die Praparation der DNA-Enden flhrten wir bei Verwendung des Perfectly Blunt
Cloning Kit der Firma Novagen durch die ,End Conversion® durch. Dabei entstehen
glatte, phosphorylierte DNA-Enden. Der Ansatz fir die Veranderung der Enden
wurde gemischt und 15 min bei 22°C inkubiert, anschlieBend wurde die Reaktion
durch Erhitzen auf 75 °C flr 5 min gestoppt. Der Ansatz muBte dann rasch auf Eis
gekuhlt werden, um eine Inaktivierung der Ligase im nachsten Schritt zu verhindern.
Die Proben wurden aufgrund der Kondensatbildung abzentrifugiert und dann zur

Ligation eingesetzt.
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Ansatz - End Conversion:

PCR-Produkt 2 ul (0,050 pmol)
End conversion mix 5 pl
H20 ad 10 pl

3.6.3 Ligation mit dem T 4 — Vektor

Nach der ,End Conversion® liegen die DNA-Fragmente in phosphorylierter Form mit
glatten Enden vor. Daher kénnen sie durch die T 4- DNA- Ligase an einen Vektor mit
glatten, dephosphorylisierten Enden gebunden werden. Wir verwendeten den Vektor
pT7 Blue der Firma Novagen (siehe Abbildung 5).

Ligationsansatz:

,Blunt* Vektor (pT7Blue; 50 ng/ul) 1 ul
DNA ( End Conversion Mix) 10 ul
T 4 DNA-Ligase ( 4 units) 1 ul
EcoRV 0,2 pl

Sphl
SseB8387 |
Pstl

Sall

Hinc Il
Accl

pT7Blue(R) Xba |

Spe |
(2887bp) e |

EcoR V «—blunt cloning site
BamH |

Aval

Small

Kpn |

Sacl

EcoR |

Abbildung 5:Vektorkarte pT7 Blue der Firma Novagen
Ap: Ampizillin-Resistenz-Gen — zur Selektion transformierter Bakterien
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ori: ,origin of replication“ — ermdglicht die Replikation in E.coli
lacZ- Gen: erméglicht Blau/WeiB-Selektion
Blunt cloning site — hier erfolgt das Einklonieren der Fremd-DNA

Zur Ligation wurden die PCR-Fragmente mit den glatten Enden und der Vektor
gemischt, zuletzt erfolgte die Zugabe der Ligase. Nach 15 minutiger ,, Vorligation“ bei
Raumtemperatur wurden pro Reaktion 0,2ul des Restriktionsenzyms EcoR V
einpipettiert. Die abschlieBende Ligation dauerte 2 h bei 22 °C.

3.6.4 Transformation kompetenter E.coli

Zur Transformation verwendeten wir E.coli der Firma Novagen, die bereits als
kompetente Bakterien geliefert wurden. D.h., sie wurden derart préapariert, dafB3 sie
spontan Fremd-DNA aufnehmen kdnnen. Die Einschleusung des Vektors in diese
,Nova Blue Singles“ wurde nach der Hitzeschockmethode gem&B den Vorschriften
des Klonierungskits durchgeflhrt:

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und je 1 ul des Ligationsansatzes vorsichtig
mit der Pipettenspitze eingerthrt. Die ReaktionsgeféaBe mussten anschlieBend sofort
wieder fur 5 min auf Eis gestellt werden. Dann wurden die Bakterien fiir genau 30
sec im Wasserbad bei genau 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach Abkulihlen
auf Eis fir 2 min wurden je 250 ml SOC-Medium (Raumtemperatur) zugegeben und
die Bakterien bei 37 °C fur 30 min unter Schitteln kultiviert. In dieser Zeit wurde das
Ampicillin-Resistenz-Gen exprimiert, so daB der Transformationsansatz (je 10 und
90 ul) zur Selektion auf ampicillinhaltige LB Platten mit IPTG /X-Gal ausgestrichen

werden konnte.

3.6.5 Bakterienkultivierung

3.6.5.1 Kulturbedingungen und Konservierung
Aerobe Kultivierung bei 37 °C in den entsprechenden Kulturmedien bietet den E.coli

optimale Wachstumsbedingungen. Die Flassigkulturen wurden zusatzlich in sterilen
Plastikr6hrchen mit 200 rpm bewegt.
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Direkt nach der Transformation wurden die Bakterien in SOC-Medium angezUchtet,
welches im Kloning Kit der Firma Novagen in entsprechender Zusammensetzung
enthalten war.

Das Wachstum von Einzelklonen erfolgte dann auf Agarplatten. Dazu I6sten wir 15 g
LB-Agar in destilliertem Wasser und fagten nach dem Autoklavieren neben Ampicillin
(Endkonzentration 100 mg/ml) noch IPTG und X-Gal zu, Md&glichkeit der , Blau-
WeiB-Selektion® zu nutzen. Im Wasserbad wurde die Lésung auf 60 °C abgekihlt
und in keimarme Petrischalen gegossen.

Zur weiteren Kultivierung der E.coli verwendeten wir das Nahrmedium Luria-Bertani
(LB).

Das Medium wurde nach Ansetzen (10 g in 500 ml Aqua dest.) fir 15 min bei 121 °C
und 1 bar autoklaviert, nicht autoklavierbare Bestandteile wurden sterilfiltiert und
anschlieBend dem Medium zugesetzt.

Der Zusatz von Ampicillin — nach dem Autoklavieren - in einer Endkonzentration von
100 pg/ml ermdglichte die Selektion transformierter, plasmidhaltiger Bakterien.
Agarplatten und Medium wurden, mit Deckel und Paraffinfilm verschlossen, bei 4 °C
gelagert.

Konservierung:

Zur Aufbewahrung der Bakterien Uber einen langeren Zeitraum legten wir
Glyzerinkulturen an. Glyzerin erlaubt eine langfristige Lagerung bei — 80 °C ohne
Vitalitatsverlust der Bakterien.

Dazu wurden je 500 pl einer Uber-Nacht-Kultur in LB-Ampizillin-Medium
(Sattigungsphase) sorgfaltig mit 400 pl sterilem Glyzerin vermischt.

Zum Anzichten aus Glyzerinkulturen wurde ein kleiner Teil mit einer sterilen Impfése

entnommen und in Nahrmedium Uberflhrt oder auf einer Agarplatte ausgestrichen.
3.6.5.2 Selektion und Charakterisierung von Einzelklonen

Nach der Transformation wurden die Bakterien zuerst 30 min in SOC-Medium
kultiviert, in dieser Zeit wird das Ampizillin-Resistenz-Gen exprimiert. Nach

Ausplattieren auf ampizillin- und IPTG- und X-Gal-haltige Agarplatten kommt es zu

einem selektiven Wachstum der plasmidhaltigen E. coli.
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Aufgrund der Blau-WeiB-Selektion durch IPTG und X-Gal kénnen nach ca. 24 h
weiBe Einzelklone entnommen (gepickt) werden. Pro Transformationsansatz wurden
ca. 4 Einzelklone mit sterilen Impfésen erneut auf Agarplatten ausgestrichen.

Nach wiederum ca. 24 h werden erneut Einzelklone gepickt und je eine Flussigkultur
durch Einimpfen in Nahrmedium angesetzt. Unter Schitteln bei 200 rpm und
Luftzufuhr vermehrten sich die Bakterien Uber 12 bis 16 h bei 37 °C.

Die Zelldichte der Bakterien kann durch photometrische Trilbungsmessung bei einer
Wellenlange von 600 nm bestimmt werden. Das entsprechende Medium dient als
Referenzlésung. Eine OD g von 1,0 entspricht einer Zelldichte von 10° Bakterien /
ml.

Ist die Bakteriendichte der FlUssigkultur ausreichend, wird die Ldsung in sterile
ReaktionsgefaBe (berfiihrt und fiir 2 min bei 10 000g zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgesaugt und das Pellet zur Plasmidpraparation bei — 20 °C eingefroren.

Um frihzeitig eine gezielte Weiterzlichtung derjenigen Bakterien zu gewahrleisten,
die genau das interessierende PCR-Fragment enthalten, wurde Uber die bereits
erwahnten Selektionsmechanismen hinaus eine Bakterien-PCR zur weiteren
Charakterisierung durchgefthrt .

Dazu wurden mit sterilen Holzstdbchen gepickte Einzelklone direkt in die
ReaktionsgefdBe gestrichen. Entweder fagten wir ca. 50 pl Aqua dest. hinzu und
setzten nach Aufkochen der Suspension und Abzentrifugieren den Uberstand in die
PCR ein, oder wir gaben den PCR-Mix direkt auf die Bakterien im Reaktionsgefal3
und starteten die Amplifizierung.

Wir verwendeten zur Charakterisierung der Klone die Primer 1 s und 3a der Ras-
PCR, auch die Reaktionsbedingungen wurden beibehalten (siehe 3.4.3). Die
Analyse durch Gelelektrophorese zeigte, ob der Bakterienklon das Fragment mit der
Ras-Mutation enthielt.

3.7 Plasmidpraparation

Bakterienklone, die laut Bakterien-PCR oder Restriktionsanalyse das gewiinschte
Insert trugen, wurden in praparativem MaBstab kultiviert. Die Isolation der Plasmid-
DNA fihrten wir mit dem QIAquick Spin Mini Prep Kit der Firma Qiagen nach
Vorschrift des Herstellers durch.
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Die Konzentrationsbestimmung erfolgte spektralphotometrisch.
Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden die Plasmide bei — 20 °C eingefroren,
ansonsten bei 4 °C gelagert.

3.8 Sequenzierung und Auswertung der Sequenzanalysen

Die Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente wurde kommerziell von der Firma
GATC (Konstanz) durchgefihrt. Diese arbeitet mittels Cycle-Sequenzierung mit >°P
markierten Primern nach dem Didesoxynukleotidverfahren nach Sanger.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit dem DNA-Analyseprogramm DNAsis
des HIBIO-Programmpakets. Zum Auffinden von Sequenzhomologien wurden mit
Hilfe des Algorithmus ,, BLASTn“ die Sequenzdatenbanken des EMBL (,European
Molecular Biology Laboratories” in Heidelberg) durchsucht.
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4 Ergebnisse:

4.1 Methode | : Mismatch-PCR Version1 und Enzymverdau

41.1 Etablierung der Mismatch-PCR ,Version1“ und Ermittlung der Sensitivitat

Zu Beginn der Studie wurde die Methodik der Mismatch-PCR, wie sie von Levi et al.
1991 beschrieben worden war, in unserem Labor etabliert und ihre Sensitivitat
Uberprift.

Dazu wurden Verdlinnungsreihen von Karzinomzellen der Zellinie SW 480 im
Vollblut gesunder Probanden hergestellt. Nach Praparation der DNA in angegebener
Weise wurde die entsprechende DNA-Menge als Template der Mismatch-PCR
Version 1 eingesetzt. Nach den beiden PCRs mit jeweils anschlieBendem Verdau
zeigte die Analyse durch Gelelekirophorese, daB sich die Mutationsbande bis zu
Verdiinnungen von 1:10* teils sogar bis 1: 10° nachweisen lieB.

Diese Ergebnisse waren trotz vielfacher Ansatze und samtlicher MaBnahmen zum

AusschluB von Kontaminationen nur eingeschrankt reproduzierbar.

Abbildung 6 : Verdinnungsreihen von SW 480 im Blut gesunder Probanden

Reihe 1:
Bahn 1: 1:10% Bahn 2: 1:10* Bahn 3: 1:10°; Bahn 4: 1:10%:Bahn 5: 1:10";
Bahn 6: Wildtyp, Bahn 7: H,O; Bahn 8: leer; Bahn 9: SW 480
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Reihe 2:
Bahn 1: SW 480; Bahn 2: H,O; Bahn 3: Wildtyp; Bahn 4: 1:10”; Bahn 5: 1:2x10°;
Bahn 6: 1:10%; Bahn 7: 1:10°; Bahn 8: 1:20 000

Untersuchungen der DNA aus Kontrollzellinien, aus dem Blut von Tumorpatienten,
sowie aus dem Blut gesunder Probanden nach dieser Methode folgten.

In den bis zu dieser Zeit aufgearbeiteten 37 Blutproben von Patienten mit
histologisch gesichertem Pankreaskarzinom fanden sich in 81% der Falle (= 30
Proben) Ras-Mutationen. Im Verlauf der Erkrankung wurden 2 der 7 anfangs Ras-
negativen Patienten positiv. Bei Wiederholung der Untersuchungen an neuen
Blutproben war bei 4 der anfangs positiven Patienten keine Ras-Mutation mehr
nachweisbar; es bleibt fraglich, ob dies als ein Effekt unter laufender Chemotherapie
zu werten ist.

Die Proben von 6 gesunden Probanden zeigten keine Mutation. Ein Patient mit
chronischer Pankreatitis wies eine schwache Mutationsbande auf.

Bei jedem PCR-Ansatz wurde DNA aus dem Blut gesunder Probanden und
definierter Zellinien als Negativ- , und DNA aus bekanntermaBen mutierten
Tumorzellinien (3.2.4) als Positivkontrolle mitgefuhrt; die Wasserprobe diente zum
AusschluB von Kontamination durch Verunreinigung der Reagenzien.

Die Kontaminationskontrollen blieben stets negativ, die Tumorzellinien zeigten
regelmaBig die erwartete Mutationsbande, doch bereits bei den ersten
Reihenuntersuchungen zur Etablierung der Mismatch-PCR nach Version 1 fielen
rezidivierend Mutationsbanden unter den Negativkontrollen auf. Auch traten bei
Verwendung ein und derselben Ausgangs- DNA als Template unterschiedlicher
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PCR-Ansatze die eigentlich nicht erwarteten Mutationsbanden ohne erkennbare
RegelmaBigkeit auf.

4 1.2 Modifikation des Enzym- Verdaus

Zur weiteren Klarung der sich mit dieser PCR-Methodik unerwartet darstellenden
Mutationen wurden (nach wiederholtem AusschluB von Kontamination mit den unter
3.4.4. aufgefihrten Verfahren) Reihenuntersuchungen an Proben gesunder
Probanden und Ras-negativer Zellinien gemacht. Rezidivierend fanden sich
Mutationen. SchloB man jedoch einen weiteren Verdau-Schritt des PCR-
Endproduktes mit BstN | an, war bei vielen Proben die Ras- Mutation nicht mehr
sichtbar oder die Mutationsbande in ihrer Starke deutlich ricklaufig.

Abbildung 7: Veréanderung der PCR-Ergebnisse nach zuséatzlichem Verdauvorgang
- Reduktion der Mutationsbanden —

i1 2 34 5 6 78 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20

s "

Resultat nach 1. BstN1-Verdau:
Bahn 3: HT 29; Bahn 10: H-O; Bahn 19: leer; Bahn 20: SW 480
Bahn 1 u. 2: Pankreassaft, V.a. Pankreas-Ca

Bahn 4 bis 9: Blut, Tumorpatienten
Bahn 11 bis 18: Blut, gesunde Probanden

i1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20

uwuuwuuwu\d
- -

Resultat nach zusatzlichem, 2. BstN1-Verdau ( identische Proben zu Verdau 1):
Bahn 3: HT 29; Bahn 10: H,O; Bahn 12: leer
Bahn 1 wu. 2: Pankreassaft, V.a.Pankreas-Ca; Bahn 11: Pankreassaft,

chron.Pankreatitis
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Bahn 4 bis 9: Blut, Tumorpatienten
Bahn 13 bis 20: Blut, gesunde Probanden

Daher wurde die urspringliche Verdauzeit verlangert ( siehe 3.4.2 ), um auch bei
unproportional stark amplifiziertem Wildtyp ein vollstandiges Zerschneiden durch das
Enzym zu ermdglichen.

Im AnschluB wurde untersucht, ob bei den erheblich langer verdauten Proben durch
Nachbehandlung mit teilweise auch erhdhter BstN |-Menge immer noch eine

Anderung des Resultates zu erzielen wére.

Abbildung 8: PCR-Resultat nach doppelter BstN1-Menge und Verdauzeit 7 h

Bahn 5 u. 6: H,O; Bahn 8 u. 9: Paraffinschnitt, Colonkarzinom
Bahn 1 bis 4, Bahn 7, Bahn 10: Blut, Colonkarzinom

Um die Bedingungen flr das Enzym weiter zu verbessern, wurde der Verdau auch
nach dem Prinzip einer Hot-start-PCR angesetzt. Darlberhinaus reinigten wir in
einem Parallelansatz zur Ausgangsmethode die PCR-Produkte vor dem BstN I-
Verdau mit den QIAquick PCR- Reinigungssaulchen der Firma Quiagen, um
eventuell den Verdau negativ beeinflussende Reagenzienreste zu entfernen. Die
Ergebnisse blieben unverandert.

Ob es sich bei den jeweiligen ,Mutationsbanden® tatsachlich um mutiertes Ras oder
um unverdauten Wildtyp handelte, sollte der Nachverdau der vermeintlichen
Mutationsbande zeigen. Nach Ausschneiden und Elution aus dem Gel wurde erneut
ein Verdau angesetzt. Wahrend sich die Mutationsbanden von bekanntlich Ras-
mutierten Proben und von DNA aus Tumorgewebe auch im Nachverdau als
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veranderter Typ bestatigten, erwies sich bei einem GroBteil der Negativkontrollen die
vermeintliche Mutation als unverdauter Wildtyp.

Die DNA Ras-negativer Zellinien behielt teils jedoch auch nach sorgfaltigem
Nachverdau ihre Mutationsbande, und auch die Ras-positiven Zelllinien zeigten
keine konstanten Ergebnisse. Bei bekannten Daten Uber Verdnderungen der
genomischen Struktur bei Langzeit-Kultivierung immortalisierter Zellen konnte
allerdings angesichts der vielen durchlaufenen Passagen derartige ,Spontan-
Mutationen® als Ursache der nachweisbaren, bzw. nicht nachweisbaren
Mutationsbande nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 9: PCR Zellinien — Positiv — und Negativkontrolle

Bahn 1: HT 29; Bahn 4: SW 480

Bahn 5: HT 29 — andere Kultur als Bahn 1

Bahn 2 u. Bahn 3: Blut gesunder Probanden

Bahn 6 u. Bahn 7: Hep G2 — zwei verschiedene Zellreihen
Bahn 8 u. Bahn 9: Paraffinschnitte, Colonkarzinom

41.3 Sequenzanalyse der Mutationen nach PCR Version 1

Auch die MaBnahmen, die ergriffen wurden, um die vermeintliche Fehlerquelle eines
unvollstindigen Enzymverdaus zu Dbeseitigen, konnten keine eindeutig
reproduzierbaren Ergebnisse gewahrleisten. Daher beschlossen wir zur weiteren
Abklarung der Mutationsbanden der Negativ-Kontrollen bei genau diesen sowie
einigen der bis dahin aufgearbeiteten Blut- und zugehérigen Gewebeproben eine
Sequenzanalyse durchzufihren.
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Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt und durch Gelelektrophorese aufgetrennt.
Nach Elution der Mutationsbande aus dem Gel und entsprechender Vorbereitung der
Proben (siehe 3.6 ) erfolgte die Einklonierung in den Vektor und Transformation der
kompetenten E. coli. Zeigte sich in Kontrollen der Einbau des richtigen Inserts, wurde
nach entsprechender Vervielfaltigung in Kulturmedien eine Plasmidpréparation
durchgefihrt. Die Proben wurden weiter aufgearbeitet und zur kommerziellen
Sequenzierung (GATC-Sequenzierservice) verschickt.

Insgesamt wurden zu diesem Zeitpunkt die Mutationen aus Blut- und Gewebeproben
von 8 verschiedenen Patienten mit Colonkarzinomen analysiert. Bei 5 Patienten
standen parallel Blut und Material des mutmaBlichen Primartumors zur Verflgung,
so daB ein direkter Sequenzvergleich méglich wurde. Dabei zeigte sich in nur einem
Fall (Patient P.M.) eine exakte Ubereinstimmung zwischen der Punktmutation im
Primartumor und der im Blut nachgewiesenen Veranderung. Ansonsten stellten wir
sogar Differenzen zwischen den Mutationen der einzelnen Bakterienklone aus ein
und derselben urspriinglichen Probe fest.

Die Analyse zweier Kulturen der Hepatomzellen HEP G2, erbachte einmal eine
Deletion sowie einmal eine ,Ras-Mutation in Form einer Punktmutation. (siehe
Tabelle 1)

- Tabelle 1 -
Patient Blutprobe |TU-Gewebe Sequenz
S.H. 226-F CCGTAG
P12 CCTGAT
P12-D CCTAGT
R.X. P 2-A CCTAGT
Z.G. 30D CCTG-T
30G CCTTGG
P1-2 CCTGAT
H.Y. P 13-1 CCTGAT
P 13-10 CCTAGT
I.R. 34-5 CCTAGT
P 14-C CCTGTT
P.M. 26..2 CCTGAT
P 5-21 CCTGAT
S.M. 39-20 CCTAG
39-21 CCTAG
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P11-21 CCTGA

P.U. P 4-3 CCTGAT
HEP G2 CCT-GT
HEP 1 CCTGTG

4.2 Entwicklung der Methode II: Modifikationen von PCR und Verdau

421 Einsatz des Restriktionsenzyms wahrend der PCR

Nachdem die Ergebnisse unserer Arbeiten wiederholt hohe Fehlerraten der aus der
Literatur tbernommenen Methoden aufdeckten, sollten schrittweise Modifikationen
die Entwicklung eines validen Verfahrens ermdglichen.

Die primar entdeckte Fehlerquelle war der unvollstindige Verdau durch das
Restriktionsenzym BstN I, wodurch die Mutationsdetektion durch RFLP (Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismus) unzuverlassig wurde.

Ungeféhr zeitgleich erschien eine Arbeit Uber die ,Restriktions-Verdau-PCR® zur
Analyse von Ras-Mutationen (Huber et al., 1998, S.593-595). Um die
unterschiedlichen Varianten im Einsatz des Enzyms bereits wahrend der PCR oder
auch die Verwendung von anderen Restriktionsenzymen mit ebenfalls geeigneten
Schnittstellen zu testen, wurde ein Ansatz mit parallel durchgefihrten

Methodenvarianten nach dem aufgefihrten Schema durchgefihrt.
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Abbildung 10: Schema Verdau-Versuch

PCR-AnsatziOHNE BstN1 PCR-AnsatiMIT BstN1
BstN1-Verdau BstN1 Verdau

PCR-Ansatz 2\ PCR- Ansatz 2

Reinigung+Elution
BstN:/YI\A/IvaI
BstN1+Mval
BstN1 Mval

BstN1+Mval BstN1 Mval

Insgesamt zeigten sich zwar zwischen den verschiedenen Armen des ,Verdau-
Versuchs® diskrete Unterschiede, die optimale Vorgehensweise jedoch, Anteile von
unverdautem Wildtyp im Endprodukt zu verhindern, zeichnete sich nicht eindeutig ab
und ,falsche® Mutationsbanden waren weiterhin zu beobachten.

Kombinationen zwischen den Restriktionsenzymen BstN | und Mva | erforderten
lediglich Kompromisse in der Wahl der optimalen Puffersysteme, bei sonst
gleichbleibenden Resultaten.

In letzter Konsequenz zeigte der Versuch allerdings, daB der Einsatz von BstN |
bereits wahrend der PCR, wie er von Huber et al. beschrieben worden war, gut
moglich ist und die Amplifikation des Wildtyps im Verlauf der PCR zumindest soweit
bremst, daB weniger unmutierte Ras-Gene als Matrizen zur Verfigung stehen und
somit die Raten an ungeschnittenem Wildtyp nach dem anschlieBenden Verdau

kleiner ausfallen.

4 2.2 Modifikation der PCR-Bedinqungen

BekanntermaBen gibt es eine ganze Reihe kritischer Parameter zur Optimierung

eines PCR-Verfahrens. Diese wurden teilweise in Einzelversuchen, teils in

54



kombinierten Anséatzen verandert, um so die Bedingungen zu ermitteln, unter denen

die hohe Fehlerrate der urspringlichen ,Mismatch-nested-PCR" zu minimieren ware.

4.2.2.1 Temperaturprofil der PCR und Anzahl der Zyklen

In Gradienten-PCRs wurden die optimalen Temperaturen und Zeiten fir die
einzelnen PCR-Abschnitte innerhalb der sinnvollen Spannen ermittelt.

Fir die Anlagerung der Primer (Annealing) stellte sich eine Temperatur von 55°C, fir
die Verlangerung (Extension) eine Temperatur von 64 °C in unseren Untersuchungen
als besonders gunstig heraus.

Im Rahmen der Gradienten-PCRs sowie der Untersuchungen der Sensitivitat wurde
die Zyklenanzahl mehrfach variiert. Im Hinblick auf die mit steigender Zyklenzahl
wachsende Rate falsch positiver Ergebnisse konnten wir durch die Umstellung bei
den verwendeten Primern, insbesondere durch das Verlassen der nested-PCR von
urspringlich insgesamt 25 + 35 Zyklen auf letztlich 45 Zyklen reduzieren (Programm
55). (siehe auch 4.2.3 und 3.4)

4.2.2.2 Wahl der Polymerase

Wir verwendeten zu Beginn der Versuche die Taq —DNA-Polymerase der Firma
Gibco BRL, eine rekombinante, hitzestabile DNA-Polymerase mit hoher
Prozessivitat.

Versuche mit der ,Jump-Taq® brachten keine besseren Ergebnisse bezlglich der
Fehlerrate.

Die weiterhin verwendete Red-Taq der Firma Promega bietet bei gleichen
Eigenschaften wie die Amplitaq den Vorteil einer Farbmarkierung, was das Handling
erleichterte.

Bei der erforderlichen hohen Kopiergenauigkeit und damit zur Minimierung der
Fehlerrate waére eigentlich eine Proofreading-Polymerase das Enzym der ersten
Wahl gewesen. Doch ihre 3‘-> 5° Exonukleaseaktivitat hatte den Einbau der
Restriktionsenzymschnittstelle durch die Mismatch-Primer verhindert und somit die
Untersuchungen unméglich gemacht.

4.2.2.3 Konzentration der Reagenzien
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Variationen der Konzentration der Magnesiumionen erbrachten keine Verbesserung

der PCR-Ausbeute, so daB sich letztendlich die vom PCR-Puffer gelieferte

Magnesiummenge bei einer Konzentration von 11 mM Magnesiumchlorid als

ausreichend darstellte.

Abbildung 11: Austestung der optimalen dNTP — und Mg-Konzentration

Bahn 1: DNA-Leiter, Bahn 8: DNA-Leiter

MgCl, (mM) dNTP (uM)
Bahn 2: 1,1 40
Bahn 3: 1,1 30
Bahn 4: 1,1 20
Bahn 5: 0,88 40
Bahn 6: 0,66 40
Bahn 7: 0,44 40

In mehreren Versuchen wurde die optimale dNTP—Menge insbesondere auch in

Kombination mit unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen ausgetestet; die

besten Ergebnisse lieferte der Einsatz in einer Endkonzentration von 40 uM.

4.2.2.4 DNA-Einsatz

Da eine positive Korrelation zwischen initial eingesetzter DNA-Menge und falsch

positiven PCR-Ergebnissen im Bereich Gber 3000 Kopien bekannt ist, reduzierten wir

den DNA-Einsatz auf das sinnvolle MindestmaB von 1ug pro PCR-Ansatz.
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4.2.3 Primer

In der urspriinglichen ,nested“—PCR nach Levi wurden als upper Primer 1s (sense)
und als lower Primer 2a (antisense) bzw. 3a verwendet. (siehe 1.4 und 3.4)

Im Rahmen der PCR-Modifikationen setzten wir auch mégliche Primervariationen fir
den interessierenden DNA-Abschnitt in Kombination mit 1s, 2a und 3a ein und
untersuchten, inwieweit sich die Spezifitat der PCR steigern lie3e.

Die Verwendung einer Kombination aus den Universal-Sequenzierprimern M13 und
M13-reverse mit den spezifischen Anteilen von 1s und 3a sollte zeigen, ob auf diese
Weise ein direkt sequenzierbares PCR-Produkt zu erhalten ware. Dazu hétte
gewabhrleistet sein missen, daB nach der Sequenzierung von der 5'-Seite aus bereits
die erste Base hinter dem upper Primer lesbar wére. Allerdings erzeugten die
entsprechend konstruierten Primer zu unspezifische PCR-Produkte, so daB eine

weitere Verwendung nicht méglich war.

Die Auswertung der einzelnen Ansatze ergab die besten PCR-Resultate fir die
Kombination der Primer 1s und 3a. Es zeigte sich, daB3 diese Primerkombination und
45 PCR-Zyklen nach dem oben aufgefihrten Temperaturprofil eine ausreichende
Sensitivitat bei minimaler Fehlerquote ermdglichen.

Die optimale Primerkonzentration von 0,5 pM wurde ebenfalls durch

Parallelexperimente mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 1uM ermittelt.

4.3 Endgultige Methode : PCR- Version Il

Die unter 6.2. aufgefihrten PCR-Modifikationen erbrachten als endglltige optimierte
Version eine PCR mit 45 Zyklen und den Primern 1s und 3a zu den unter 3.4
angegebenen Bedingungen.

Um die Rate falsch positiver Befunde weiter zu reduzieren, wiederholten wir die
Untersuchung bei allen Positivbefunden und werteten nur die in der zweiten PCR
reproduzierbaren Ras-Mutationen.

4 3.1 PCR-Resultate und Sensitivitat
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Mit der endgiiltigen PCR-Version Il erreichten wir eine Sensitivitit zwischen 1:10*
und 1:10°

bei den Verdinnungsreihen von SW 480-Zellen im Vollblut gesunder Probanden.
Auch Verdinnungen von Ras-positiven in Ras-negativen Zellinien erreichten

reproduzierbar diese Sensitivitat.

Abbildung 12: Sensitivitat mit PCR-Version Il

A A e e

Bahn 1: DNA-Leiter
Bahn 2: 1:10%: Bahn 3: 1:10°: Bahn 4: 1:10*: Bahn 5: 1:10°; Bahn 6: 1:10°
Bahn 7: H,O ; Bahn 8: Wildtyp

Bei den Blutproben der Patienten mit Pankreaskarzinomen bestatigten sich von 95
Proben 4 (4,2 %) auch in einer Wiederholung der PCR als positiv. Bei einer
Blutprobe gelang der Nachweis der entsprechenden Punktmutation des K-Ras-Gens
auch im Gewebe des zugehdrigen Primartumors. Bei den Ubrigen Blutproben stand
das Gewebe des entsprechenden Primartumors leider nicht zur Verfigung.
Allerdings zeigte die Untersuchung von 32 Paraffinschnitten aus Pankreastumoren in
27 Fallen ein zweifach positives Ergebnis, so daB sich die Rate von 84 % ,Ras-
positiver* Pankreaskarzinome gut mit den Zahlen aus anderen Studien deckt.(Bos,
ras oncogenes in human cancer: a review, cancer research 49, 1989, S. 4682)

Als Negativkontrollen dienten 33 Blutproben gesunder Probanden.
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Von den 26 untersuchten Blutproben der Patienten mit Tumoren der Gallenwege /
Klatskintumoren zeigten 2 Proben ein schwach positives Ergebnis, ein
Mutationsnachweis im Primartumor konnte bei fehlendem Tumorgewebe nicht
erfolgen. Die zur Verfligung stehende Gewebeprobe eines Klatskintumors wies
sowohl ein positives PCR-Signal als auch eine Mutation in der Sequenzanalyse auf.
Weiterhin wurden 42 Blutproben von Patienten mit kolorektalen Karzinomen
untersucht. Wahrend eine Probe nur eine schwache Mutationsbande zeigte, war die
andere eindeutig positiv und in diesem Falle ergab auch die PCR des Primartumors
eine Mutation.

Insgesamt lieB sich bei 16 Paraffinschnitten aus kolorektalen Karzinomen mittels
PCR in 6 der Falle eine Mutation des Ras-Gens nachweisen.

4.3.2 Sequenzanalysen

Ergab sich fir eine Blut- oder Gewebeprobe eine Ras-Mutation, die sich in der
Wiederholung der PCR reproduzieren lieB, erfolgte nach entsprechender

Aufarbeitung des PCR-Produktes eine Sequenzanalyse des Ras-Gens.

- Tabelle 2
Patient Tumor Blutprobe  Gewebe 1.PCR 2.PCR Sequenz
B.W. 50 (MUT) WT
P16 MUT MUT CCTGTT
BE.W. 11 WT
P17-A MUT MUT CCTGTT
P17-C MUT MUT CCTGTT
B.E. 58 (MUT) WT
P 18/1-A MUT MUT CCTGTT
P 18/1-X MUT MUT CCTGTT
B.F. 79 WT
P 31-A MUT MUT CCTGTT
P 31-B MUT MUT CCTGTT
B.C. 85 (MUT) WT
105 (MUT) WT
242 WT WT
258 WT
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B.T.
D.A.

D.R.

D.E.

E.J.

E.X.
E.H.

F.C.
F.F.

F.J.

F.G.

FL.J.

F.L.

F.G.
F.E.

G.A.

G.M.
H.R.

281 WT

P32 WT
32 WT
141 WT
191 WT
231 WT
276 WT
280 WT
287
288
289 WT
290
72 WT
42 WT
73 WT
P19 (MUT)
20 WT
P 34-A MUT
P 34-B MUT
P35 MUT
140 WT
304 WT
63 WT
91 WT
153 WT
77 WT
142 WT
270 WT
P 37/1-A MUT
P 37/1-B MUT
401-A
401-B
401-D
P 38-A
P 38-C
74 MUT
144 WT
206 WT
267 WT
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WT
WT

WT

WT

WT

MUT

MUT
WT

MUT
MUT

WT

CCTGTT
CCTGTT

CCTGTT
CCTGTT
CCTAGT
CCTAGT
CCTGAT
CCTAGT
CCTAGT



H.H.

H.K.

K.L.

KM.

K.A.

K.E.
L.A.
L.G.

L.F.

M.M.

M.D.
M.G.

315
317

192
252
118
232

402
352

291
292
293
294

17
382
169
193
225

351-A
351-B
351-C

403

284
59
145
198

P 20-A
P 20-E

P 39/2

P 40-A

P 40-C

P 42/2-A
P 42/2-B
P 42/2-C

P 43-E

P44-B
P 44-C

P 45

P21-A
P21-C
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MUT
MUT
WT
WT
MUT
WT
WT
WT
WT

MUT
WT
MUT
MUT
MUT
WT
WT
WT
WT
MUT
WT
WT
WT
WT
WT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
WT
WT
MUT
MUT
WT
WT
WT
WT

MUT
MUT

MUT

(MUT)

(MUT)
MUT
WT
MUT
MUT
MUT

WT

MUT
MUT
MUT
MUT
MUT

WT
MUT
MUT

CCTGTT
CCTGTT

CCTGTT

CCTGAT
CCTGAT

CCTCGT
CCTCGT
CCTCGT

CCTGTT

CCTGAT
CCTGAT
CCTAGA
CCTGAT
CCTGAT

CCTGGT
CCTCGT



M.E.

M.G.

N.K.
O.A.

Oo.v.

R.X.
S.K.

S.M.

S.A.

ST.A.

271

368

76
366

195
244
255
361
366
389

207
38

127
223
227
360
390
397
453

16
31
106
186
194

P47

P 48-B
P 48-C
P 48-D

P 49-B
P 49-D

P 22-A
P 22-B
P 22-D

P 23-A
P 23-B
P 23-C

P 24-A
P 24-B
P 24-C
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WT
WT
WT
MUT
MUT
MUT
WT
WT
MUT
MUT
WT
WT
WT
WT
WT
WT

WT
MUT
MUT
MUT
MUT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT
WT
WT
WT
WT

MUT
MUT

WT
WT

MUT
MUT
MUT

MUT
(MUT)
(MUT)
(MUT)

WT

WT
WT

CCTCGT
CCTCGT
CCTCGT

CCTCGT
CCTGAT

CCTGGT
CCTAGT
CCTAGT

CCTGTT
CCTGGT
CCTGGT

CCTGTT
CCTGAT
CCTGAT



S.R.

S.K.

S.J.

U.A.

Pankreas

Pankreas

327

124
197
228
275

461-A
461-B
461-D

25-A
25-B
25-D

14-A
14-B

51

380

P 50-A
P 50-B

P25

P 26-A
P 26-C
P 26-D

P27

P 28-A
P 28-B

P 29-A
P 29-D
P 29-E

P 30
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MUT
MUT
WT
MUT
WT
WT
WT
WT
MUT
MUT
MUT
WT
WT
WT
WT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
(MUT)
(MUT)
MUT
MUT
MUT
WT
WT
(MUT)

(MUT)
(MUT)

MUT
WT

WT
WT
MUT
MUT
MUT
(MUT)
(MUT)
(MUT)
WT
(MUT)
(MUT)
(MUT)
MUT
MUT
(MUT)
(MUT)
MUT
MUT
MUT
WT
WT
WT

CCTAGT
CCTGAT

CCTAGT

CCTAGT
CCTAGT
CCTTGG
CCTGAT
CCTGTT
CCTGTT

CCTAGT
CCTAGT
CCTAGT
CCTGAT
CCTGAT
CCTGAT
CCTGAT
CCTGGT
CCTTGT
CCTTGT



5 Diskussion

Die Etablierung der Polymerase Chain Reaction als molekularbiologische Methode
zur gezielten Amplifizierung von DNA-Abschnitten hat es u.a. erméglicht, einzelne
Gene und ihre Mutationen aufzudecken und zu charakterisieren. Insbesondere im
Bereich der Erforschung der Wachstumsregulation von Zellen und speziell der
Karzinogenese hat die PCR dadurch vielféaltige Méglichkeiten eréffnet.

Seit langem ist die groBe Bedeutung von Ras-Mutationen fiir die Tumorentstehung
auch beim Menschen bekannt, die hohe Mutationshaufigkeit bei Karzinomen des
Gastrointestinaltraktes hat zu Studien Uber die Chancen des klinischen Einsatzes
der molekularbiologischen Methoden ermutigt.

Nach Etablierung der in der Literatur beschriebenen Mismatch-PCR zur Detektion
von Mutationen des K-Ras-Gens, sollten unsere Untersuchungen die Spezifitat und
Sensitivitat des Mutations-Nachweises in Blut-, Gewebe- und Sekretproben
Uberprifen. Es galt zu klaren, ob eine Korrelation zwischen Tumorstadium und
Nachweis von mutiertem Ras-Gen im peripheren Vollblut besteht und somit ein
,genetisches Monitoring® mdglich bzw. ein hilfreiches diagnostisches Instrument
gefunden ware. In der weiteren Entwicklung hatte so evtl. ein Parameter zur
Beurteilung des Ansprechens von Tumorerkrankungen auf Chemotherapien zur
Verflgung gestanden. In erster Linie untersuchten wir diese Fragestellung bei
Pankreaskarzinomen, da dieser Tumor fir die frihzeitige Absiedelung von

Tochterzellen und sein schlechtes Ansprechen auf Therapien bekannt ist.

Die Etablierung der u.a. von Levi beschriebenen Methode einer Mismatch-PCR mit
RLFP gelang nicht, wie die unter 4.1 aufgefiihrten Ergebnisse verdeutlichen. Bereits
die Untersuchungen von Verdinnungsreihen zur Ermittlung der Sensitivitdt des
Verfahrens lieferten differente Ergebnisse bei zudem schlechter Reproduzierbarkeit.
Erste Untersuchungsreihen an Blutproben von Patienten mit Pankreaskarzinomen
erbrachten eine Nachweisrate flr K-Ras-Mutationen von 81% (30 von 37 Proben
Ras-positiv). Angesichts der Tatsache, dafB3 sich mutiertes Ras direkt im Gewebe von
Pankreaskarzinomen in 80 — 90% der Falle findet, handelte es sich hierbei um eine
extrem hohe Nachweisrate — auch wenn sich die Werte mit den Studienergebnissen
von Mulcahy et al. aus dem Jahre 1998 decken. Die Wasserproben sowie

mituntersuchte DNA von 6 gesunden Probanden zeigten keine Mutationen. Daher
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schien eine Kontamination weitgehend ausgeschlossen. Doch abgesehen von den
hohen Nachweisraten lieBen variierende Resultate bei Wiederholung der PCR an
neuen Blutproben von bereits analysierten Patienten Zweifel an der Zuverlassigkeit
der Methode aufkommen. Ob sich das Neuauftreten der Mutation im Blut bei 2 von 7
anfangs Ras-negativen Patienten mit dem Fortschreiten der Erkrankung erklart,
bleibt fraglich. Bei 4 der anfangs Ras-positiven Patienten lie3 sich die Mutation in der
Wiederholungs-PCR nicht nachweisen. Dies kann jedoch nicht als Effekt einer
Chemotherapie gewertet werden, da sich nur 2 der 4 Patienten zur Zeit der
Blutabnahmen in entsprechender Behandlung befanden.

Zur weiteren Abklarung dieser fraglichen Befunde fuhrten wir die Versuche im Blut
zahlreicher gesunder Probanden durch. Dabei zeigten sich bei 12 von 16 Proben
Mutationsbanden in unterschiedlicher Starke. Um Reste von nicht verdautem Ras-
Wildtyp, der sich bei einer verbliebenen Fragmentlange von 157 bp mit in der
Mutationsbande des Gels darstellt, zu verhindern, unterzogen wir die Proben einem
Nachverdau mit BstN |. Danach zeigten sich zwar nur noch bei 5 Proben
Mutationsbanden, aber diese stellten dennoch falsch-positive Ergebnisse dar.

Da das Kontaminationsrisiko bei einer ,nested“-PCR durch die auBerordentliche
Empfindlichkeit der Methode bekanntermaBen besonders hoch ist, hielten wir uns
nicht nur an die Ublichen VorsichtsmaBnahmen, sondern trennten zusatzlich die
Pipettierschritte fir erste und zweite PCR raumlich, um die Madglichkeit von
Kontaminationen, insbesondere der Proben untereinander, auf ein Minimum zu
reduzieren.

Der Nachverdau bei Ras-positiven Proben wurde grundséatzlich durchgefihrt,
dennoch erhielten wir wiederholt falsch-positive Resultate. Das heif3t ein mdglicher
Anteil an unverdautem Wildtyp war weitgehend ausgeschlossen und es war von
Jatsachlichen® Ras-Mutationen auszugehen. Besonders auffallend waren diese
Ergebnisse bei Untersuchungen an Ras-negativen Kontrollzelllinien. Mdégliche
Spontanmutationen bei den immortalisierten Zellinien im Verlauf der Kultivierung
waren insofern als Erklarung unwahrscheinlich, als die Mutationen unabhangig von
der Anzahl der Passagen, der jeweiligen Kultivierungsdauer und Art der
Kontrollzelllinie auftraten. Die Zelllinien zur Positivkontrolle zeigten sich allerdings
stets erwartungsgeman Ras-positiv.

Das PCR-Produkt einiger bis dahin analysierter Blut- und (soweit vorliegend)

Gewebeproben wurde sequenziert, um die ,falschen® Mutationen naher zu
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charakterisieren. Die Mutationen zeigten sich an erwarteter Stelle, doch nur in einem
Fall stimmte der Basenaustausch in der DNA der Blutprobe mit dem im
Tumorgewebe Uberein. In den Ubrigen Fallen zeigten sich in den Blutproben andere
Punktmutationen als im Gewebe. Der Austausch gegen unterschiedliche Basen und
an verschiedener Position sprach zumindest gegen eine generalisierte
Verunreinigung des Ansatzes. Bei einigen Gewebeproben konnten wir sogar
Sequenz-Unterschiede zwischen den einzelnen Klonen feststellen; das heiBt, dafi
sich in der Mutationsbande eines PCR-Produkies DNA-Fragmente mit
unterschiedlichen Ras-Mutationen befunden haben. Fir das Auftreten derartiger
Veranderungen im Verlauf der Klonierung gibt es keinerlei Anhaltspunkte, womit das
Vorliegen zweier unterschiedlicher Mutationen im Ausgangsmaterial oder
Veranderungen im Laufe der PCR-Amplifizierung vermutet werden miussen.
Verschiedene Mutationen bei einem Primartumor sind vorbeschrieben und werden
insbesondere mit multizentrischen Pankreaskarzinomen in Verbindung gebracht
(Motojima et al.,, 1993). Es handelte sich in dieser Sequenzierung jedoch
ausschlieBlich um Proben von Patienten mit Colonkarzinomen, und v.a. angesichts
der geringen Anzahl der sequenzierten Proben kann dies nicht als einzige Erklarung
der unerwarteten Resultate dienen.

Somit erharteten die Ergebnisse der Sequenzanalyse der falsch-positiven®
Kontrollzelllinien den Verdacht auf eine hohe Fehleranfalligkeit der verwendeten
PCR-Methodik. Es fand sich sowohl eine Ras-Mutation am ,hot spot”, dem zweiten G
im ersten Exon von Codon 12, als auch eine Deletion in den DNA-Sequenzen der
beiden Proben von HT 29 und Hep G2.

Auch andere Arbeitsgruppen beobachteten wie bereits erwahnt unverdauten Wildtyp
in den Mutationsbanden. So erschien 1998 eine Arbeit von Huber et al., die den
Einsatz des hitzestabilen Restriktionsenzyms BstN | direkt im PCR-Ansatz etablierte.
Sie zeigten durch Einzelversuche, daB die Enzymaktivitdt trotz der
Temperaturwechsel wahrend der PCR zu ca. 50% erhalten bleibt und keine
Inhibition der Polymerase durch das Restriktionsenzym zu befiirchten ist. Auf diese
Weise werden nicht mutierte PCR-Produkte bereits bei ihrer Entstehung gespalten
und stehen anschlieBend nicht mehr als Matrizen zur Verfigung. Wir versuchten
zusatzlich durch die Kombination verschiedener Restriktionsenzyme und weiterer
Verdauschritte, die Rate an amplifiziertem Wildtyp zu senken, erzielten jedoch im
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Vergleich zu den Ergebnissen mit dem Einsatz von BstN | in der PCR nach Huber
und anschlieBendem Nachverdau keine Verbesserungen.

Insgesamt machten diese Beobachtungen deutlich, daB die in mehreren
verdffentlichten Arbeiten angewandte Methodik keine ausreichende Zuverlassigkeit
gewabhrleistet. Die bisherigen Resultate hatten gezeigt, daB die Tag-Polymerase
unter den angegebenen Bedingungen mit nur unzureichender Genauigkeit arbeitet.
So fanden sich die Lese- bzw. Synthesefehler der Tag-Polymerase hauptsachlich in
dem fir Mutationen in vivo speziell anfalligen Bereich in Codon 12 des Ras-Gens. Es
ist fraglich, inwiefern derartige ,hot spots® auch in vitro fir Mutationen bzw.
Methodenfehler pradestiniert sind.

Jacobs et al. erhielten in ihrer Arbeit 1999 Uber den Nachweis von K-Ras-Mutationen
in peripherem Vollblut, in der Leukozytenfraktion sowie im Blutplasma von
Tumorpatienten und gesunden Probanden ahnliche Ergebnisse. Wiederholt fanden
sich unter den Negativkontrollen falsch positive PCR-Banden, so daB diese
Arbeitsgruppe systematisch und mit Hilfe statistischer Simulation alle Faktoren
untersuchte, die EinfluB auf die Fehlerrate der Tag-Polymerase nehmen.
Dementsprechend war nur durch eine Uberpriifung der kritischen Parameter zur
Optimierung der PCR und durch experimentelle Ermittlung der besten PCR-
Bedingungen die Erhéhung von Effektivitat und Spezifitdt der Reaktion, und damit
eine Reduktion der Fehlerraten zu erreichen.

Die bedeutsamen Faktoren hierflr sind in erster Linie die Qualitdt und Konzentration
der Matrize, der spezifische Aufbau der Primer und die Wahl der geeigneten
Polymerase. Um eine mdoglichst hohe Synthesegenauigkeit des Enzyms zu
erreichen, missen wiederum optimale Bedingungen fir die Polymerase geschaffen

werden.

Theoretisch 148t sich mit der PCR ein einziges Molekll aus der Matrize
vervielféltigen, Standard ist jedoch der Einsatz von ca. 1 ug genomischer DNA. Die
Bedeutung fir die Spezifitdt der Reaktion betonten auch Jacobs et al. in ihrer bereits
erwahnten Arbeit. Sie stellten bis zu einer Anzahl von 3000 Kopien eine lineare
Korrelation zwischen dem Anteil falsch positiver Befunde und der initialen DNA-
Menge fest, wobei die Kurve im Bereich ab 10 000 Kopien eine Sattigung erreicht
(Jacobs et al., 1999, S.397-398). Wir bestimmten die Konzentration der praparierten
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DNA wie vorbeschrieben im Photometer und setzten durchschnittlich knapp 1 ug in
die PCR ein. Die Photometermessung erlaubte mit Einschrankungen auch eine
Abschatzung der Reinheit der DNA. Um eine hohe Qualitat der Matrize zu erhalten,
ist es wichtig, bereits wahrend der DNA-Praparation sorgféltig Reste von Reagenzien
zu entfernen, die die Reaktion mdglicherweise behindern kénnten. Da Heparin ein
starker Inhibitor der PCR ist, wurde daher bereits die Blutabnahme in R6hrchen mit
EDTA- statt mit Heparinzusatz durchgeftihrt. Auch Porphyrinverbindungen aus den
Erythrozyten kénnen inhibitorisch wirken, weswegen eine Lyse mit entsprechendem
Puffer erfolgte und die Leukozyten, wie unter 3.3.1 erlautert, abzentrifugiert wurden.
Weitere zur DNA-Extraktion verwendete Substanzen wie Proteinase K oder SDS
entfernten wir durch Denaturierung bei 95°C oder Phenolextraktion. Ebenfalls PCR-
inhibitorische Phenolreste wurden anschlieBend mit Chloroform:lsoamylalkohol
extrahiert.

Diese MaBnahmen zur Qulitatssicherung der DNA-Matrize wurden zwar von Anfang
an berlcksichtigt, erlangten jedoch nach Bekanntwerden der Probleme mit der
urspriinglichen PCR-Methodik verstarkt Bedeutung.

Die Primer fir die urspriingliche Mismatch-PCR wahlten wir entsprechend derer aus
den Arbeiten von Levi und Kahn. Der ,upper“-Primer 1s ist 30 Nucleotide lang (Tm=
52,1°C), die ,lower“-Primer bestehen aus 20 (Primer 2a; Tm=40,9°C) bzw. 30
Nucleotiden (Primer 3a;Tm= 51,3°C), damit liegen sie im Bereich der gangigen
Nucleotidanzahl und in einem Bereich mit Schmelztemperaturen (Tm) bis 60°C und
mit relativ groBer Primerstabilitdt im Verlauf der Reaktion. Auch beziglich des
Basengleichgewichtes und komplementarer Strukturen der Primer untereinander
bericksichtigten wir die entsprechenden Auswahlkriterien, um eine méglichst hohe
Spezifitdt zu erreichen. Durch Veranderungen der Nucleotidanzahl konnten wir
weder Effektivitdt noch Spezifitat der PCR erhéhen (siehe auch 4.2.3).

Den gréBten EinfluB auf die Spezifitdt und das Entstehen falsch positiver Befunde
hat jedoch die Kopiergenauigkeit der DNA-Polymerase, die wiederum von
verschiedenen Faktoren beeinflusst wird. Dazu zahlen die Konzentration an dNTPs
und an Magnesiumionen, der pH-Wert der Reaktion und das Temperaturprofil der
PCR. Entsprechende Auswirkungen hat auch die Anzahl der durchgefiihrten PCR-
Zyklen.

Die Wahl der Polymerase fiel bei unserer Arbeit aufgrund des Einsatzes von

Mismatch-Primern und der Position der Schnittstelle fir das Restriktionsenzym am
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3- Ende des DNA-Fragments auf eine Tag-Polymerase. Die hdhere
Kopiergenauigkeit einer Proofreading-Polymerase ware zwar flUr unsere
Untersuchungen vorteilhaft gewesen, aber ihre 3'-5'-Exonukleaseaktivitat hatte den
Einbau der Schnittstelle und damit die Analyse mittels RLFP verhindert, wie unter
4.2.2.2 aufgefihrt. Daher war es wichtig bei der héheren Fehlerrate der Tag-
Polymerase die Ubrigen Reaktionsbedingungen zu optimieren, um eine hohe
Genauigkeit bei héchstmoglicher PCR-Ausbeute zu erhalten.

Bei der Veranderung der PCR-Bedingungen hatte in unseren Untersuchungen die
Variation der dNTP-Konzentration mit die gréBten Effekte. In der urspringlichen
Mismatch-PCR hatten wir dNTPs in einer Konzentration von 100uM eingesetzt,
mehrfache Ansatze zeigten jedoch, daB eine Reduktion bis auf 40 pM bei
gleichbleibender PCR-Ausbeute mdglich ist. In der PCR-Version Il setzten wir so die
dNTPs nur noch in dieser minimalen Konzentration ein, da die Tag-Polymerase bei
niedrigeren dNTP-Konzentrationen praziser kopiert. Eine hohe Dichte an dNTPs
erhdht die Produktion unkomplementarer Basenpaare, sog. ,Mispairs®, indem sie die
Reaktion  zugunsten der Polymerisation  beschleunigt. Bei  fehlender
Exonukleaseaktivitat fihrt eine minimale dNTP-Konzentration zu einem Abbruch der
Verlangerung, wenn terminale Mispairs enstanden sind, so daB die fehlerhaften
Basenfolgen in den weiteren Amplifikationsrunden nicht mehr als Matrize zur
Verflugung stehen. Auf diese Weise kann eine niedrige dNTP-Konzentration
zusatzlich die Spezifitdt der PCR-Reaktion erhéhen (Eckert et Kunkel, 1991, S.225-
232).

Die dNTPs bilden mit Magnesiumionen zusammen einen léslichen Komplex, der flr
den dNTP-Einbau ausschlaggebend ist. Daher ermittelten wir in kombinierten
Versuchen neben der besten dNTP-Konzentration auch die fir unsere Bedingungen
optimale Menge an Magnesiumionen. Zu geringer Einsatz reduziert die PCR-
Ausbeute, wahrend bei hohen Konzentrationen vermehrt unspezifische Produkte
entstehen. Darlberhinaus stimulieren Magnesiumionen die Polymeraseaktivitat und
erhdéhen die Tm des DNA-Doppelstrangs sowie der Bindung Primer-Matrize. Da im
PCR-Ansatz neben der DNA auch dNTPs und Proteine Magnesiumionen binden und
die genaue Konzentration an ungebundenen lonen meist unbekannt ist, 1&Bt sich die
optimale Magnesiummenge nur durch Experimente speziell fir die einzelne Reaktion
ermitteln. In unserer Studie erbrachte bei einer optimalen dNTP-Konzentration von
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40uM eine Magnesiumkonzentration von 11mM die besten Ergebnisse, was der vom
PCR-Puffer gelieferten Menge entsprach.

Auch der pH-Wert hat erheblichen EinfluB auf die Kopiergenauigkeit der
Polymerase; optimal ist ein pH zwischen 5 und 6; ab einem pH von 8,2 dagegen laBt
sich eine signifikante Steigerung der Fehlerraten beobachten. Es ist jedoch fraglich,
inwieweit eine Veranderung des pH-Wertes des Reaktionsansatzes mdglich ist, ohne
die restlichen Parameter empfindlich zu stéren. Wir verzichteten daher bei der
Modifikation unserer Methode auf Experimente in diesem Bereich.

Allerdings spielt der pH-Wert im Zusammenhang mit dem EinfluB des
Temperaturprofils eine nicht zu unterschatzende Rolle, da bei Temperaturen Uber
50°C der pH-Wert des verwendeten Tris-Puffers um ca. 2 Einheiten sinkt und so die
Kopiergenauigkeit positiv beeinfluBt wird. Im Ubrigen erhdht sich namlich im Bereich
tber 50°C die Fehlerrate der Polymerase um ein Vielfaches, aber auch die
Syntheserate steigt bei zunehmender Temperatur enorm an.

Temperatur und pH-Wert beeinflussen darlberhinaus Mutationen bzw.
Schadigungen der nativen DNA. Deswegen sollten in letzter Konsequenz die PCR-
Zeiten mit hohen Temperaturen auch im Hinblick auf pH-Wert-Anderungen méglichst
kurz gehalten werden.(Eckert et Kunkel, 1991, S.233-237)

Die Anzahl der Reaktionszyklen der PCR gehért auch zu den Faktoren, die fir die
Fehlerraten ausschlaggebend sind. Jacobs et al. konnten zeigen, daB zwischen der
Anzahl an PCR-Zyklen und der Rate an falsch-positiven Resultaten eine lineare
Korrelation besteht. Insbesondere beim urspriinglichen Verfahren der ,nested“-PCR
hatte eine hohe Zyklenzahl in der ersten PCR bei entsprechender Fehlerquote
verheerende Auswirkungen durch erneute Vervielfaltigung in der zweiten PCR. In der
PCR-Version | dieser Studie durchlief die erste PCR 25 Zyklen, die zweite 30 Zyklen.
Im Rahmen der Verdnderung der urspringlichen Methode reduzierten wir anfangs
auf bis zu 12 Zyklen in der ersten PCR, die zweite PCR amplifizierte dann Uber 28
Zyklen, um noch eine ausreichende Vervielfaltigung der Mutationen zu erreichen. Im
Laufe der weiteren Entwicklung konnten wir auf die nested-PCR verzichten und
arbeiteten mit nur noch einer PCR mit 45 Zyklen. Entsprechende Versuche
bestatigten, daB unter den neuen Bedingungen bei hoher Sensitivitat keine
auBerordentliche Fehlerrate auffiel.

Zusammen mit den Variationen der Zyklenzahl suchten wir auch nach einer

Optimierung des Temperaturprofils der PCR. Auf den EinfluB der Temperatur und
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mit ihr des pH-Wertes auf die Genauigkeit der Reaktion wurde bereits ausfihrlich
eingegangen. Die optimale Temperatur fir die Tag-Polymerase liegt bei 70-80° C, in
diesem Bereich hat sie mit 35 bis 100 Nucleotiden pro Sekunde die gréBte
Syntheseleistung. Die Schmelztemperaturen der in der PCR-Version Il verwendeten
Primer liegen bei 52,1° C (Primer 1s) und 51,3° C (Primer 3a), die geeigneten
Bindungstemperaturen liegen 3 - 12° C oberhalb dieser Schmelztemperaturen. Zu
Beginn der PCR ist eine Erhitzung auf 95-100°C nétig, um die genomische DNA
vollstandig zu denaturieren; ab dem zweiten Zyklus sind aber meist geringere
Denaturierungstemperaturen ausreichend. Zur Vermeidung von Hitzeschaden der
Matrize reduzierten wir in der PCR-Version Il die Denaturierungstemperatur auf
91°C, auch im Zyklenablauf hielten wir mit 15 sec die Denaturierungszeiten so kurz
als moglich. Die optimale Annealingtemperatur wurde durch Gradienten-PCRs im
moglichen Bereich von 54 bis 64°C ermittelt, die besten Resultate erhielten wir bei
einer Bindungstemperatur von 55°C. Ebenfalls experimentell ermittelt wurde die
Extensions-Temperatur. Die Verlangerung sollte bei mdglichst niedriger Temperatur
und trotzdem zufriedenstellender Prozessivitat des Enzyms erfolgen; wir konnten von

den meist gebrauchlichen 72°C bis auf 64 °C reduzieren.

Durch vielfache Ansatze auf der Grundlage der bekannten Parameter zur
Optimierung von PCR-Reaktionen gelang die Entwicklung einer PCR-Version (Il), die
bei einer erstaunlich hohen Sensitivitat von 1:10 bis 1:10° eine minimierte Fehlerrate
aufweist. Um die Rate an falsch-positiven PCR-Resultaten weiter zu reduzieren,
legten wir fest, daB nur diejenigen Befunde als Positivbefunde zu werten waren, die
in einer Wiederholung der PCR aus der Ausgangs-DNA ebenfalls die
Mutationsbande aufwiesen.

Die Untersuchung der groBen vorliegenden Probenzahl unserer Arbeit nach dieser
Methode zeigt, daB die Nachweisrate fir mutiertes Ras in der Leukozytenfraktion
des Blutes auBerordentlich gering ist (siehe Tabelle 2 ). Im Gegensatz zu den
Ergebnissen der PCR-Version | mit Ras-Mutationen der Blutproben in 81 % (siehe
4.3.1) fand sich nur im Blut von 4 der 95 Patienten (4%) mit Pankreaskarzinomen die
Mutation. Bei einem der 4 Ras-positiven Patienten stand auch Tumorgewebe zur
Verfugung. Auch hier zeigte die PCR eine Ras-Mutation, die Sequenzanalyse
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erbrachte jedoch unterschiedliche Basenfolgen: im Blut cct AGg, im Tumorgewebe
cct GAg.

Die Nachweisrate bei den Gewebeproben war mit 84% hoch, womit sich unsere
Ergebnisse mit den Daten aus der Literatur deckten. Allerdings zeigten sich
vergleichbar zur ersten Sequenzierung von PCR-Produkten aus PCR-Version |
(siehe Tabelle1) mehrfach Unterschiede zwischen den Mutationen der einzelnen
Klone.

Es bleibt fraglich, ob es sich bei den 4 nachgewiesenen Mutationen im Blut um
,echte“ Mutationen des Ki-Ras-Gens handelt oder sie Reprasentanten der
verbliebenden Fehlerquote der PCR sind. Da mit der neuen Methodik fast nie mehr
falsch-positive Negativkontrollen aufgetreten waren, kbénnte bei diesen Proben
tatsachlich ein glaubwirdiger Ras-Nachweis gelungen sein. In dieser Hinsicht sind
auch die PCR-Befunde der Gewebeproben glaubwirdig.

Doch lassen sich die Ergebnisse der Sequenzanalysen nicht eindeutig zuordnen.
Einerseits sind methodische Fehler auch mit der neuen PCR-Version nicht
ausgeschlossen, andererseits wurden in der Zeit seit Abschluf3 der Untersuchungen
mehrere Arbeiten verdffentlicht, die mdgliche Erklarungen flir unsere Beobachtungen
liefern. So wurden bei Tumorerkrankungen haufiger verschiedene Mutationen
gefunden und auch von Veranderungen von Mutationen im Verlauf von
Erkrankungen wurde berichtet.

Eine Korrelation zum Stadium der Tumorerkrankung ist bei derart niedrigen
Nachweisraten kaum mdglich, zumal sich nicht einmal in verschiedenen Blutproben
eines Patienten eine Konstanz aufzeigen lieB. Dazu waren an mehreren, kurz
aufeinanderfolgenden Tagen immer wieder den gleichen Patienten Blutproben
abgenommen worden - es zeigte sich keine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Bereits 1994 hatte Caldas mutiertes Ras auch in muzinésen Zellhyperplasien
beschrieben - zwischenzeitlich gibt es Arbeiten Uber den Nachweis von Mutationen
im Blut gesunder Probanden, wobei noch nicht klar ist, wie diese Befunde zu werten
sind.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, welche Aussagekraft der Nachweis von
mutietem Ras im Blut CUberhaupt hat, selbost wenn man von allen
methodenimmanenten Fehlerraten absieht.

Zweifelsohne ist jedoch angesichts des aktuellen Forschungsstandes an eine

Anwendung der Ras-PCR im peripheren Blut zur Unterstiitzung von Tumordiagnostik
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oder Therapiemonitoring nicht zu denken. Konsequenterweise muissen diese

Vorbehalte auch dem Ras-Nachweis in Sekretproben entgegengebracht werden.
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6 Zusammenfassung

Die Weiterentwicklung molekularbiologischer Methoden wie der PCR und detaillierte
Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Bedeutung der Ras-Gene fir
Tumorentwicklung und —wachstum weckten die Hoffnung auf eine Verbesserung der
Diagnose- und Therapiemdglichkeiten maligner Erkrankungen.

Insbesondere flr das Pankreaskarzinom mit seiner fatalen Prognose (5-Jahres-
Uberlebensrate unter 5%, medianes Uberleben von 4-6 Monaten) bei &uBerst
geringen Therapieoptionen wurde und wird eine Umsetzung der neuen Erkenntnisse
im klinischen Bereich dringend angestrebt. In hohen Prozentzahlen (bis zu 90%)
fanden sich Ras-Mutationen im Gewebe duktaler Adenokarzinome des Pankreas,
aber auch in Sekreten (Pankreassaft) und Feinnadelbiopsien der Primartumore
lieBen sich genetische Verdnderungen im K-Ras-Gen aufzeigen. Im
Tumorprogressionsmodell fir das duktale Pankreaskarzinom, das in den letzten
Jahren entwickelt wurde, zéhlen Punktmutationen des Ras-Protoonkogens zu den
frihesten Ereignissen in der Entwicklung eines invasiven Karzinoms aus
Hyperplasien mit steigendem Dysplasiegrad. Unsere Arbeit sollte die Mdéglichkeit
eines sensitiven und spezifischen Nachweises der Ras-Mutationen im peripheren
Vollblut untersuchen und somit eine mégliche Anwendung der molekularbiologischen
Methodik zur Verbesserung der Diagnostik und ferner zur Kontrolle des
Therapieeffekts testen.

Zu Beginn unserer Untersuchungen stand die Etablierung der in der Literatur
mehrfach beschriebenen Methode der ,nested“-PCR mit mismatch-Primern (Levi et
al., 1991, S.3497-3502) und anschlieBender Gelanalyse (RLFP) zur Detektion von
Mutationen des K-Ras-Gens an Codon 12. Bereits Ansatze zur Ermittlung der
Sensitivitat ergaben keine reproduzierbaren Ergebnisse. Die Analyse der Blutproben
von gesunden Probanden sowie die Analyse der Kontrollzelllinien erbrachten gehauft
falsch-positive Befunde, so daB eine Veranderung der Methodik erforderlich war.
Entsprechend war der ,Ras-Nachweis“ bei den untersuchten Blutproben der
Tumorpatienten der Il.Medizinischen Klinik (des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitat Miinchen) unglaubwirdig h&ufig.

Eine Modifikation des Enzym-Verdaus durch Erhéhung der BstN1-Menge und
Verlangerung der Verdauzeit, sowie Optimierung der Reaktionsbedingungen fiir das

Enzym sollten zur Reduktion von vermutlich ungeschnittenem Wildtyp fihren. Da die
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PCR-Resultate weiterhin schlecht reproduzierbar blieben und sich immer noch
falsch-positive Banden ergaben, erhofften wir genauere Erkenntnisse Uber die
~Schwachstellen® der Methode durch eine Sequenzanalyse der fragwurdigen Proben.
Um die Sequenzierung zu ermdglichen, vervielfaltigten wir das PCR-Produkt durch
Klonierung und Transformation.

Unter 8 verschiedenen Patienten stellten wir daraufhin nur in einem Fall eine exakte
Ubereinstimmung zwischen Basenabfolge in Blutprobe und Tumorgewebe fest,
ansonsten tauchten sogar Differenzen zwischen den Mutationen der einzelnen
Bakterienklone aus einem PCR-Endprodukt auf. Damit ergab sich eine unakzeptabel
hohe Fehlerrate der eingesetzten PCR-Version.

In mehreren Schritten folgte eine Weiterentwicklung der urspringlichen PCR-
Methode mit Restriktionsenzymverdau: Das Auftreten von ungeschnittenem Wildtyp
konnte durch Einsatz des Enzyms bereits wahrend der PCR fast vollstandig
verhindert  werden, dagegen verbesserte der Einsatz von anderen
Restriktionsenzymen oder von Enzymkombinationen die Resultate kaum.
AnschlieBend wurden schrittweise alle auf die Fehlerrate der PCR
einfluBnehmenden Faktoren modifiziert, um die optimalen Bedingungen zu ermitteln.
Es erfolgte eine Anderung des Temperaturprofils, der Primerkombination, der dNTP-
und der Magnesiumionenkonzentration, sowie die Reduktion der eingesetzten DNA-
Menge aufs nétige Mindestmal.

So konnte die dann endgultige PCR-Version definiert werden, die bei guter
Sensitivitat zwischen 1:10%° bis 1:10° eine minimierte Fehlerrate aufwies.
Dartberhinaus werteten wir zur weiteren Erhdhung der Spezifitdt nur diejenigen
Befunde als Positivbefunde, die sich in einer zweiten PCR als solche bestatigten.
Damit fanden sich bei den Blutproben der Patienten mit Pankreaskarzinom in 4 von
95 Fallen K-Ras-Mutationen (= 4,2%); die 32 untersuchten Paraffinschnitte waren in
84% ,ras-positiv’, was den in anderen Studien vorbeschriebenen Resultaten
entspricht. Den Zahlen nach glaubten wir die Methode als valide; aufgrund der
geringen Nachweisraten im Blut und dem hohen methodischen Aufwand ist sie
allerdings fur den klinischen Einsatz kaum geeignet.

Zusatzlich enttduschten die Ergebnisse der Sequenzanalysen der PCR-
Endprodukte, es fanden sich wiederum Differenzen zwischen dem Basenaustausch
der Punktmutationen der einzelnen Bakterienklone eines PCR-Produktes. Auch im

parallel zur Blutprobe analysierten Primartumor stimmte jeweils der Basenaustausch
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nicht Uberein. Inwieweit diese Ergebnisse Reprasentanten der verbliebenen
Fehlerquote der neuen PCR-Methode sind, oder ,echte” Mutationen darstellen, bleibt
fraglich. Denn auch wenn es Erkenntnisse Uber verschiedene Punktmutationen in
einem Tumor gibt, ist eine genaue Zuordnung letztendlich doch unmadglich.

Aufgrund dieser Beobachtungen scheint ein sinnvoller klinischer Einsatz der PCR zur
Detektion von Ras-Mutationen insbesondere im Blut unmdglich, auch die
verdffentlichten Ergebnisse der Untersuchungen an Pankreassekreten mittels der

urspriinglich verwendeten Methode sollten duBerst kritisch beurteilt werden.
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8 Verzeichnis der Abklirzungen

A Adenin

APS Amoniumpersulfat

AS Antisense

ATP Adenosintriphosphat

BLASTN Basic Local Alignment Search Tool for
nucleotides

Bp Basenpaare

Bzw. beziehungsweise

C Cytosin

cGMP zyklisches Guanidinmonophosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dGTP Desoxyadenosintriphosphat

d.h. das heiBt

DMSO Dimethylsufoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

Dnase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Natrium-ethylendiamin-N,N,N",N-tetraacetat

EtBr Ethidiumbromid

FCS fotales Kélberserum

g Graviditatskonstante

G Guanin

Gal Galaktose

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GEF Guaninnucleotid-Austauschfaktor

GTP Guanosintriphosphat

HEPES Hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethan-

sulfonsaure
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IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

kb Kilobasen

LB Luria-Bertani

M Mol

mg Milligramm

MG Molekulargewicht

Hg Mikrogramm

min Minute

ml Milliliter

Ml Mikroliter

mM Millimol

UM Mikromol

MmRNA messenger RNA

nt Nukleotid

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PH negativ dekadischer Logarithmus der H'-
Konzentration

RFLP Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

SRE serum response element

SRF serum response factor

T Thymin

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TCF ternary complex factor

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N",N", Tetramethylethylendiamid

Tm Schmelztemperatur
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Tris

Tris(hydroxy)aminomethan

U Uracil

u.a. unter anderem

\Y Volt

v.a. vor allem

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
fructopyranosid

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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10 Anhang

EDTA-Lésung: 0,2 M ; pH 7,0
7,44 g EDTA + 100 ml Aqua dest.

Tris-HCI: 1,0 M ; pH 8,02
12,11 g Tris + 100 ml Aqua dest.

dNTP: je 10 pl dATP, dCTP, dGTP, dTTP => 40 pl ; 25 mM

40 ml dNTPs + 360 pl TE-Puffer => 400 pul dNTP ; 2,5 mM

TE-LOsung einfach:

10 mM Tris-HCI ( pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

Nukleid-Lysis-Puffer:

25 ml EDTA + 5 ml Tris-HCI + 15 ml NaCl

=> mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen, mit HCI auf pH 8,2 einstellen

Upper-Primer ( sense):

Primer 1s
5- ACT GAATAT AAACTT GTG GTA GTT GGA CCT -3' (Endres)

Primer 2s
5-ACT GAA TAT AAACTT GTG GTA GTT GGA CC-3°

Primer 3s
5-ACT GAATAT AAACTT GTG GTA GTT GGA C-3°
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Primer KR s 1s
5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAACTT GTG GTA GTT GGA CCT -3

Primer MSP-1
5-AAA CTT GTG GTA GTT GGA GCC-3°

Primer MSP-2
5-ACT GAA TAT AAACTT GTG GTA GTT GGA GCC-3°

Lower Primer (antisense):

Primer 2a
5- TCA AAG AAT GGT CCT GGA CC-3* (Endres)

Primer s 3a
5'- CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAC TAA AAC AAGATT TACCTC -3

Primer 3a
5-TAA TAT GTC GAC TAA AAC AAG ATT TAC CTC-3‘ (Endres)

Primer k 4r
5-TAA TAT GCA TAT TAA AAC AAG ATT TAC CTC -3¢

Primer s 4a
5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC TAT TAA AAC AAG ATT TAC CTC =3¢

Primer2 WT
5- TCA AAG AAT GGT CCT GCA CC-3°
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