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1 Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom des Menschen

1.1.1 Epidemiologie

Etwa 934.000 Menschen weltweit sind im Jahr 2002 neu an Magenkrebs erkrankt. Obwohl
das Magenkarzinom damit die vierthdufigste maligne Erkrankung ist, ist es die zweithdu-
figste krebsassoziierte Todesursache, bedingt durch eine durchschnittliche Uberlebensrate
von lediglich 25% [121]. Epidemiologische Daten der IARC (International Agency for
Research on Cancer) zeigen neben geschlechtsspezifischen auch deutliche regionale Un-
terschiede in der Inzidenz und Mortalitdt der Erkrankung. So ist die altersgenormte
Inzidenzrate in Japan mit 62,1 bzw. 26,1 pro 100.000 Méanner respektive Frauen wesent-
lich hoher als beispielsweise in Westeuropa (12,8/6,6). Umgekehrt ist aber die mittlere
Uberlebensrate in Japan — bedingt durch umfangreiche Fritherkennungsmafnahmen —
mit 52% weltweit die giinstigste. Das Risiko, an Magenkrebs zu erkranken, ist in den
letzten Jahrzehnten bestdndig gesunken: 2002 lag die durchschnittliche weltweite Inzi-
denzrate mit 22,0 bzw. 10,3/100000 Manner/Frauen um ca. 15% niedriger als im Jahre
1985 [119]. Hochstwahrscheinlich kann diese Entwicklung der riicklaufigen Inzidenz der
H. pylori—Infektion in jlingeren Generationen zugeschrieben werden, die durch bessere
hygienische Bedingungen und giinstigere Wohnverhéltnisse bedingt ist [138]. Dennoch
erlangt das Magenkarzinom seine Bedeutung weniger durch die Inzidenz als durch die
schlechte durchschnittliche Uberlebensrate, die seit 1990 lediglich um 4 Prozentpunkte
von 21% auf heute 25% gestiegen ist [120]. Daher ist ein grundlegenderes Versténdnis der

Karzinogenese des Magens ein erstrebenswertes Ziel.

Risikofaktoren

Die regionalen Unterschiede in der Inzidenz des Magenkarzinoms deuten darauf hin, dass
Umwelteinfliisse eine Rolle bei seiner Entstehung spielen. Bereits Anfang der achtziger
Jahre wurde festgestellt, dass Menschen profitieren, wenn sie aus Gebieten mit hohem
Karzinomrisiko in solche mit niedrigem Risiko migrieren [101]. Spéater zeigte sich, dass
das Erkrankungsrisiko von Migranten stérker von den Umwelteinfliissen im Jugendalter

bestimmt wird als von spéteren Einfliissen [18]. Heute weiff man, dass die Erndhrungs-



gewohnheiten einen deutlichen Einfluss auf die Karzinogenese im Magen haben: Hoher
Salzgehalt der Nahrung oder hoher Gehalt an Nitraten/Nitriten, beispielsweise in Pokel-
fleisch, ist mit einem erhohten Karzinomrisiko assoziiert [117]. Das Gleiche gilt generell
fiir den Konsum von Fleisch [42]. Ebenso wird das Risiko durch Tabakrauchen deutlich
erhoht, kann durch Abstinenz jedoch wieder verringert werden[41]. Protektiv hingegen
wirkt der Konsum von frischem Obst und Gemiise durch die enthaltenen Antioxidantien
[43].

Mit der (Wieder-) Entdeckung von Helicobacter pylori (H. pylori) durch Marshall und
Warren im Jahre 1984 [98] ist ein weiterer dtiologischer Faktor fiir das Magenkarzinom hin-
zugekommen. Verschiedene Studien haben H. pylori eindeutig mit der Karzinogenese des
Magens in Verbindung gebracht [147, 158|: Abhéngig unter anderem von Virulenzfaktoren
des Erregers wurde ein 3 bis 30fach erhohtes Risiko zur Entwicklung eines Karzinoms
bei Infektion mit dem Erreger beobachtet [8, 30]. Bereits in den neunziger Jahren wurde
durch mehrere sero—-epidemiologische Fall-Kontroll-Studien ein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen H. pylori und dem Magenkarzinom hergestellt [36, 110, 124, 151]. Dies
veranlasste die WHO (World Health Organization) 1994, H. pylori als Typ—I-Karzinogen
(gesichertes Karzinogen) zu klassifizieren [61]. Seither wurden zahlreiche Studien zur Rolle
von H. pylori bei der gastralen Karzinogenese durchgefiihrt und durch Metaanalysen
umfassend ausgewertet: Der IARC zufolge betridgt demnach das odds ratio, durch die
Infektion mit H. pylori an einem Magenkarzinom zu erkranken, im weltweiten Mittel
mindestens 2,97 (95% KI 1,98-2,81) [122]. In den meisten dieser Studien wird das Vorlie-
gen einer H. pylori—Infektion zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eines Magenkarzinoms
durch serologischen Nachweis spezifischer IgG—Antikérper bestimmt. Da die Infektion
und damit auch die spezifischen Immunglobuline mit fortschreitender Atrophie der Ma-
genschleimhaut héufig verschwinden, wurde das mit H. pylori assoziierte Karzinomrisiko
daher héchstwahrscheinlich deutlich unterschétzt. Studien, die diesen Umstand anhand
verfeinerter Nachweismethoden beriicksichtigten, ergaben, dass H. pylori das Risiko, an
einem Magenkarzinom zu erkranken, um das 5 bis 8fache steigert. Vernachlassigt man die
Kardiakarzinome, die mit der H. pylori—Infektion nicht assoziiert sind, steigt das Risiko
sogar auf das 20—fache [8, 27, 68]. Damit lassen sich mindestens 63% aller Magenkarzi-
nome weltweit auf H. pylori zuriickfithren [122]. Nach Eradikation des Bakteriums sinkt
sowohl das Risiko, ein Magenkarzinom zu entwickeln [157, 166], als auch die Gefahr eines
Rezidiv bei reseziertem Magenfrithkarzinom [156]. Aufserdem ist die H. pylori-Infektion
assoziiert mit MALT-Lymphomen (Mucosa Associated Lymphatic Tissue — Lymphome)
des Magens [125]. Insgesamt ist H. pylori der Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines

Magenkarzinoms.
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Helicobacter pylori — ein kurzer epidemiologischer Uberblick

Die Infektion mit H. pylori ist nach wie vor Gegenstand eingehender epidemiologischer
Untersuchungen. Meist scheinen sich die Betroffenen bereits im Kleinkindalter zu infizieren.
Studien, in denen die Préivalenz und Inzidenz der Infektion im Kindesalter untersucht
wurden, zeigen ein erhéhtes Risiko fiir Kinder, deren Miitter oder Geschwister infiziert
sind, wihrend ein hoher Bildungsstand der Mutter sich eher positiv auswirkt [40, 170].
Trotz uneinheitlicher Datenlage erhértet sich zunehmend der Verdacht, dass H. pylor:
h&ufig intrafamilidr und moglicherweise oft von der Mutter auf ihre Kinder iibertragen
wird: Genetisches Fingerprinting zeigte in einigen Studien, dass Kleinkinder hdufig mit
demselben H. pylori—Stamm infiziert sind, der in der Familie vorherrscht [137] beziehungs-
weise mit dem die Mutter infiziert ist |77]. Ein erhohtes Infektionsrisiko besteht jedoch
nicht ausschlieflich in der Kindheit: So haben beispielsweise Angestellte in medizinischen
Berufen, die mit H. pylori—infizierten Patienten in Kontakt kommen, ein erhéhtes Risiko
der Ansteckung [155].

Bei infizierten Personen kann H. pylori in Mageninhalt, Stuhl, Speichel und Atemluft
wahrend des Erbrechens enthalten sein und damit insbesondere im Rahmen von Magen—
Darm—Erkrankungen iibertragen werden. [126].

Sowohl der fikal-orale als auch der oral-orale Ubertragungsweg ist denkbar, es ist
allerdings nicht geklart, welcher der wesentliche ist. H. pylori-DNA ist umso h&ufiger in
Wasserquellen und Abwiéssern nachzuweisen, je hoher der fikale Verschmutzungsgrad ist
[131] und die Assoziation der H. pylori—Infektion mit fakal-oral iibertragenen Krankheits-
erregern wie Hepatitis A Virus, Giardia lamblia und Salmonella typhi [105, 161] spricht
fiir eine fikal-orale Ubertragung zumindest unter schlechten sanitéren Bedingungen. Der
Nachweis H. pylori—spezifischer DNA in der Mundhohle dyspeptischer Patienten [142] und
die Korrelation mit schlechter Mundhygiene [1] riicken jedoch auch eine oral-orale Uber-
tragung in den Bereich des Moglichen. Wahrscheinlich spielen beide Ubertragungswege in
Abhéngigkeit unterschiedlicher hygienischer Standards eine Rolle. Generell ist das Risiko,
mit H. pylori infiziert zu werden, deutlich héher, wenn die sozio-6konomischen Rahmen-
bedingungen schlecht sind [12]. So liegt die Infektionsrate bei Kindern in entwickelten
Léndern unter 5%, in Entwicklungsléndern jedoch haufig iiber 50% [34].

1.1.2 Histopathologie des Magenkarzinoms

Das Magenkarzinom wird nach Lauren histologisch in zwei Subtypen unterschieden [82]:
Der intestinale Typ zeigt je nach Differenzierungsgrad ein mehr oder weniger kontinuierli-
ches, glandulédre Strukturen bildendes Wachstumsmuster und wird daher héufig auch als
der differenzierte Typ bezeichnet. Der diffuse Typ hingegen wéchst infiltrierend, schlecht

differenziert und diskontinuierlich. Weist ein Karzinom glandulére Differenzierung in
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Kombination mit einer diffusen Komponente auf, spricht man vom sogenannten Mischtyp.
Epidemiologisch unterscheiden sich der intestinale und der diffuse Typ in ihrer geographi-
schen Verteilung, dem Lebensalter der Betroffenen, der Geschlechtsverteilung und der
Letalitat: Das intestinale Magenkarzinom betrifft hdufiger dltere Menschen, bevorzugt
das ménnliche Geschlecht und tritt vor allem in Risikogebieten mit hoher H. pylori—
Durchseuchung auf. Der diffuse Typ hingegen ist vergleichsweise gleichméfig geographisch
verteilt, betrifft jingere Menschen beiderlei Geschlechts und hat die schlechtere Prognose
[21]. Beide Subtypen des Magenkarzinoms sind stark mit H. pylori assoziiert [59, 127, 158],
jedoch sind Atrophie und intestinale Metaplasie anders als beim intestinalen Typ keine
Voraussetzungen fiir die Entwicklung diffuser Magenkarzinome [127]. Interessanterweise
wirkt eine H. pylori—Eradikationstherapie vor allem dann protektiv gegen die Entwick-
lung eines Magenkarzinoms, wenn sich noch keine prékanzerésen Lésionen entwickelt
haben [166]. Dies unterstreicht die Bedeutung von Atrophie und Metaplasie fiir den
intestinalen Typ und mag ein Hinweis darauf sein, dass dem intestinalen und dem diffusen
Magenkarzinom distinkte Mechanismen zugrundeliegen.

Neben den histologischen Typen unterscheidet man zusétzlich nach der Lokalisation das
proximale Magenkarzinom am Fundus und an der Kardia bzw. dem 6sophago—gastralen
Ubergang und das distale Magenkarzinom, das alle anderen Karzinome distal der Kardia
umfasst. In den vergangenen Jahrzehnten hat die Haufigkeit der distalen Karzinome in
den entwickelten Landern deutlich abgenommen, die der proximalen Karzinome jedoch
zugenommen [21]. Wie bereits erwéhnt erhoht die Infektion mit H. pylori das Risiko fiir
distale Magenkarzinome deutlich. Dies gilt jedoch nicht fiir Kardiakarzinome: Neuere
Untersuchungen zeigen, dass H. pylori das Risiko fiir proximale Karzinome signifikant
reduziert (OR 0,31; 95% KI 0,11 — 0,89) [68]. Es ist daher wahrscheinlich, dass die
Abnahme der H. pylori—Durchseuchung in den entwickelten Landern wesentlich fiir den
Riickgang der distalen und die Zunahme der proximalen Magenkarzinome verantwortlich

ist.

1.1.3 Mechanismen der Karzinogenese im humanen Magen

Bisher ist es nicht gelungen, die Entstehung des Magenkarzinoms befriedigend zu erkla-
ren. Dies ist unter anderem in der Vielzahl von Faktoren begriindet, die bisher mit der
gastralen Karzinogenese in Verbindung gebracht wurden [150]. Grundsétzlich sind Zellen,
die sich im Gewebeverbund befinden, Kontrollmechanismen unterworfen, die das Zusam-
menspiel mit Zellen gleichen und unterschiedlichen Typs koordinieren und unkontrollierte
(Dys—)Funktion verhindern sollen. Tumoren zeigen eine Tendenz zu unkontrolliertem
Wachstum. Als maligne werden sie dann bezeichnet, wenn sie lokale Gewebegrenzen nicht

beachten, sondern infiltrierend anstatt verdriangend wachsen, und wenn sie die Fahigkeit

12



besitzen, die lokale Gewebekontinuitdt zu verlassen und sich an anderer Stelle abzusiedeln.
Zur Karzinogenese ist es also notwendig, dass Zellen eine Reihe von Kontrollmechanis-
men durchbrechen: Neben der Zunahme der Proliferation muss die Zelle resistent gegen
Apoptose—induzierende Stimuli sein. Um beliebiges Wachstum zu ermdoglichen, miissen
aukerdem die Mechanismen der Seneszenz — also der Zellalterung wie beispielsweise
der Telomerverlust — iiberwunden werden. Zudem bendétigt der Tumor die Fahigkeit,
die Angiogenese im umgebenden Gewebe zur Eigenversorgung stimulieren zu kénnen.
Voraussetzung fiir die Infiltration und Metastasierung sind schliefslich die Dysregulation
des Zell-Zell-Kontakts und die Fahigkeit, die umgebende zellulare Matrix verdndern zu
kénnen.

Die genannten Mechanismen werden von teilweise komplex miteinander interagierenden
Systemen von Zytokinen, Signalwegen, Genen und Genprodukten gesteuert und werden
bisher nur unvollsténdig iiberblickt. Zwar wurden viele Faktoren und molekulare Vorgénge
bereits mehr oder minder eindeutig mit der gastralen Karzinogenese assoziiert, jedoch
konnte — anders als beispielsweise beim kolorektalen Karzinom — noch kein Mechanismus
als zentral erkannt werden [150]. Die Heterogenitét der verschiedenen histologisch und
epidemiologisch unterschiedenen Typen des Magenkarzinoms deutet darauf hin, dass

mehrere Mechanismen der Karzinogenese zugrunde liegen.

Helicobacter pylori, Inflammation und Karzinogenese

Dass die chronische H. pylori—Infektion ursachlich fiir die Entstehung des Magenkarzi-
noms ist, gilt als gesichert [36, 110, 124, 151]. Bis dato wurde in H. pylori allerdings kein
direktes Karzinogen oder Mutagen nachgewiesen. Daher liegt es nahe, andere Faktoren
zur Erklarung der fakultativ karzinogenen Wirkung des Bakteriums heranzuziehen. Chro-
nische Infektion und Inflammation scheint generell in Geweben ein Milieu zu etablieren,
das der Karzinogenese forderlich oder sogar ursichlich ist: Chronische Hepatitis B/C
wirkt als Ausloser fiir hepatozelluldre Karzinome, humane Papillomaviren sind mit dem
Zervixkarzinom assoziiert, Refluxdsophagitis und Colitis ulcerosa préadisponieren zum
Osophagus— beziehungsweise Kolonkarzinom. Circa 15% aller Karzinome kénnen allein
auf Infektionskrankheiten zuriickgefiihrt werden [80]. H. pylori verursacht in der Magen-
schleimhaut eine chronische Entziindungsreaktion, die héchstwahrscheinlich die Grundlage
fiir die Entstehung der meisten Magenkarzinome ist. Die molekularen Mechanismen, die in
entziindetem Gewebe Einfluss auf die Karzinogenese nehmen, sind Gegenstand aktueller
Forschung und noch nicht umfassend verstanden. Am Beispiel der myeloiden Zellreihe
des Immunsystems (Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten, Mastzellen), die
an der Entziindungsreaktion teilnimmt, wird deutlich, dass zwischen Inflammation und

Tumorentstehung/-progression eine Vielzahl an Verbindungen bestehen konnte: Myeloide
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Zellen produzieren und sezernieren verschiedenste Faktoren, die auf Zellproliferation und
Apoptose (z.B. TNF-a, IL-6, EGF, PGE; etc.), Angiogenese (VEGF, MMP-9, uPA,
PGE; etc.) und Gewebsinvasion (MMP-9, TIMP, PGEs, versch. Chemokine etc.) Ein-
fluss nehmen [171]|. AuRerdem bilden sie im Rahmen der Immunabwehr hochreaktive
Verbindungen wie reaktiven Sauerstoff (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) [60, 93, 141],
die der Abtotung bakterieller Krankheitserreger dienen. Beide verursachen aber auch
DNA-Schiden und kénnen damit Grundlage fiir Mutationen des Erbguts sein, die zur
Karzinogenese fiithren [22, 79]. Da ROS und NO auferdem die Zellproliferation begiinsti-
gen und die Apoptoserate vermindern, steigen die Chancen fiir abnorme Zellen, weitere
Verénderungen zu akkumulieren und schlieflich maligne zu entarten [106].

Die Auswirkungen einer H. pylori—Infektion hingt wesentlich ab von verschiedenen
Virulenzfaktoren des Keimes. BabA, ein Adhiisin, das an Lewis? Blutgruppenantigene
auf Magenepithelien bindet und damit die Kolonisierung fordert, ist mit dem Magenkarzi-
nom assoziiert [39]. VacA, ein von H. pylori sezerniertes Toxin, induziert Apoptose in
Epithelzellen [20], hemmt die Antigenprésentation [104] und die T—Zell-Aktivierung [6]
und erleichtert damit die Persistenz des Keimes in der Schleimhaut. Der wohl wichtigste
Virulenzfaktor von H. pylori ist CagA und die zugehorige Cag—Pathogenitétsinsel. Es
handelt sich dabei um eine Serie von Genen, die ein Sekretionssystem codieren, das von
H. pylori zur Injektion von bakteriellen Makromolekiilen in die Epithelzellen genutzt
wird. CagA induziert die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins IL8 aus Epi-
thelzellen und CagA™ H. pylori-Stdmme sind mit hohergradiger Gastritis [169] und mit
Magenkarzinomen assoziiert [123].

Individuelle Wirtsfaktoren nehmen ebenso Einfluss auf den Verlauf der H. pylori—
assozilerten Gastritis. Wesentliche Faktoren sind dabei die individuelle Kapazitit zur
Saureproduktion und die Stirke der Immunreaktion. Unterschiede ergeben sich beispiels-
weise durch die Masse an vorhandenen Belegzellen, die die Séuresekretionsleistung des
Magens bestimmt. Ebenso wird das Ausmafs der moglichen Sdureproduktion durch Po-
lymorphismen etwa in den Genen fiir IL-15 und IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA)
modifiziert [28, 132]: IL-18 wirkt als &uferst potenter Sduresuppressor, und Polymorphis-
men, die mit einer gesteigerten Ausschiittung verbunden sind, sind mit einem erhohten
Magenkarzinomrisiko assoziiert [29]. Ahnliches gilt fiir genetische Polymorphismen von
TNF-a, der auch als Sauresuppressor wirkt [28]. Wirtsfaktoren und Virulenzfaktoren des

Keimes wirken dabei synergistisch auf die Steigerung des Risikos [133].

Molekulare Karzinogenese im Magen

Wie bereits dargelegt existieren zwei histologisch distinkte Typen des Magenkarzinoms:

der intestinale Typ, der vergleichsweise geordnetes Wachstum zeigt und intestinale Drii-
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Abbildung 1.1: Mégliche Zusammenhdnge bei der Karzinogenese des Magens: Durchgezogene
Pfeile symbolisieren als gesichert geltende Zusammenhdnge; Faktoren, deren Beteiligung an
der Karzinogenese maoglich, aber noch nicht gesichert ist, sind mit Fragezeichen gekennzeichnet
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senstrukturen bildet, und der diffuse Typ, der sich durch ungeordnetes und infiltrierendes
Wachstum auszeichnet. Die unterschiedliche Tumorbiologie lasst darauf schliefsen, dass
beide Typen nach verschiedenen Mechanismen entstehen. Zwar existieren zur gastralen
Karzinogenese mehr oder weniger fundierte Vermutungen, gesicherte Modelle wurden
bisher jedoch nicht etabliert. Abbildung 1.1 soll einen knappen Uberblick iiber mogliche
Zusammenhénge bei der Entstehung des Magenkarzinoms bieten.

Insbesondere seitdem die Bedeutung der H. pylori—Infektion fiir die Karzinogenese
erkannt wurde, hat sich unter anderem auf der Basis epidemiologischer Beobachtungen
eine (nicht vollstdndig gesicherte) Modellvorstellung fiir die Entstehung des intestinalen
Magenkarzinoms entwickelt: Die Infektion mit H. pylori fithrt zu einer in der Regel
lebenslangen, in der Mehrzahl der Fille asymptomatischen Gastritis. Bei 10-15% der Be-
troffenen treten jedoch im Verlauf gastro-duodenale Ulzera, bei circa 1% Adenokarzinome
des Magens auf [31]. Seit langerem ist bekannt, dafs H. pylori—infizierte Menschen, bei
denen es zur Hyperchlorhydrie (erhohte Sduresekretion) und der Entstehung von Duo-
denalulzera kommt, seltener Magenkarzinome entwickeln als andere H. pylori—Infizierte
[49, 158]. Umgekehrt ist die verminderte Sauresekretion (Hypochlorhydrie) assoziiert mit
einem erhohtem Karzinomrisiko [19]. Dieses epidemiologische Phénomen fiihrte zu der
Annahme, dass die Sduresekretion des Magens eine wichtige Rolle bei der unterschiedli-
chen Entwicklung der verschiedenen H. pylori—assoziierten Erkrankungen spielt. H. pylori

infiziert aufgrund des hoheren pH—Werts zunéchst die Schleimhaut des Magenantrums.



Hier entwickelt sich eine Gastritis, die durch eine Stimulation der antralen Gastrinproduk-
tion [23] zu einer erhdhten Sdureproduktion des Korpus fiihren kann. Uber den weiteren
Verlauf der Erkrankung entscheidet nun unter anderem die individuelle Fahigkeit des
Magens zur Sdureproduktion: Ist diese ausreichend hoch, schiitzt der niedrige pH-Wert
den Korpus vor Kolonisierung durch H. pylori, erhoht aber auch das Risiko fiir die
Entstehung von sdureinduzierten Duodenalulzera [100]. Kommt es jedoch aufgrund unzu-
reichender Saureproduktion zur Ausweitung der Gastritis auf den Magenkorpus, fiihrt die
lokale Ausschiittung von Entziindungsmediatoren und potenten S&uresekretionshemmern
wie IL-18 und TNF—a zur Hypochlorhydrie. Im Sinne einer Selbstverstiarkung durch
glinstigere Bedingungen fiir das Bakterium hat dies wiederum die Chronifizierung der
Korpusgastritis und im ldngeren Verlauf die Atrophie der Korpusmucosa zur Folge [28].

Der intestinale Typ des Magenkarzinoms ist eindeutig mit intestinaler Metaplasie als
Vorlauferldsion assoziiert [127]. Intestinale Metaplasie entwickelt sich aus atrophischer Ga-
stritis, wobei noch nicht vollstandig verstanden ist, welche molekularen Mechanismen dem
zugrundeliegen. Vielversprechend sind Untersuchungen zu CDX2, einem Homeobox—Gen,
das mafgeblich an der Regulation der ortspezifischen Gewebedifferenzierung beteiligt ist.
Die Transkriptionsfaktoren CDX1 und CDX2 bewirken die Differenzierung des Dick— bzw.
Diinndarmepithels zum jeweils spezifischen Phéanotyp und sind im gesunden Magenepi-
thel nicht exprimiert. In Mausen bewirkt die ektope Expression von CDX2 im Magen
die Bildung von intestinaler Metaplasie [143], und im menschlichen Magen ist CDX2
in metaplastischen Zellen hochreguliert [3]. Als Ausloser fiir die Intestinalisierung der
Magenschleimhaut ist auch ein Verlust des Signalproteins SHH denkbar: SHH/~—Mé&use
entwickeln intestinale Metaplasie [134], und obwohl SHH beim Menschen normalerweise
in Fundusdriisen exprimiert wird, fehlt es im metaplastischen Gewebe [10]. Ebenfalls
diskutiert werden derzeit Proteine der TFF-Familie, deren physiologische Bedeutung in
der Unterstiitzung der Heilung nach Epithelschadigung liegt [70]. TFF3 (ITF) ist ein
sdurestabiles Protein, welches normalerweise nur in Diinn— und Dickdarm exprimiert und
durch Verletzung der Mucosa induziert und ausgeschiittet wird [153]. Beim Menschen
wird TFF3 allerdings auch in intestinaler Metaplasie des Magens gefunden und ist auch
in Magenkarzinomen exprimiert. Die Expression von TFF1, welches physiologischerweise
im Magen gebildet wird, fillt hingegen beim Ubergang von Metaplasie in Dysplasie ab
[153]. Insbesondere die Tatsache, dass sich Verdnderungen der TFF-Expression schon vor
dem Auftreten histologischer Alterationen beobachten lassen, ldsst vermuten, dass diese
Proteine bei der Entstehung der intestinalen Metaplasie eine grundlegende Rolle spielen.

Im Vergleich zum diffusen Typ behélt das intestinale Magenkarzinom trotz seines
malignen Wachstums meist einen vergleichsweise hohen Differenzierunggrad bei und bildet
relativ geordnete Driisenstrukturen. Der Schluss liegt nahe, dass dieser Karzinomtyp aus

intestinaler Metaplasie iiber die Deregulation der Zellproliferation und die Bildung von
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dysplastischen Zellen hervorgeht. Auch in diesen Vorgang kénnte CDX2 involviert sein, da
gezeigt wurde, dass das Protein das Zellwachstum hemmt und die Differenzierung férdert
[15]. Daher konnte die aus der intestinalen Metaplasie resultierende gesteigerte Expression
von CDX2 im intestinalen Magenkarzinom wesentlich fiir dessen gute Differenzierung sein
und ihr Verlust bei fortschreitender Karzinogenese die zunehmende Entdifferenzierung im
Verlauf erkléren [173].

Das diffuse Magenkarzinom ist, sofern nicht hereditdrer Ursache, mit der H. pylori—
Infektion und der resultierenden atrophischen Gastritis assoziiert [59, 127, 158], konnte
jedoch bisher nicht mit einer eindeutigen Vorlduferldsion in Verbindung gebracht werden.
Eine Modellvorstellung postuliert den Verlust der CDH1-Expression als Ursache fiir
invasives Wachstum in frithen Stadien der Karzinogenese |13]. Dessen Genprodukt, das
E-Cadherin, ist ein membranstidndiges Ankerprotein und fiir den Zell-Zell-Kontakt
notwendig. Da E-Cadherin eine Bindungsstelle fiir J—Catenin besitzt, kommt es zudem
iiber Interaktion mit dem WNT-Signalweg zur Beeinflussung der Zellproliferation [16].

Ein geringer Teil der diffusen Magenkarzinome entsteht auf der Grundlage erblicher
Erkrankungen: In einigen Familien des Maori-Stammes in Neuseeland und mittlerweile
auch in zahlreichen Familien anderen ethnischen Hintergrunds wurden Mutationen des E—
Cadherins entdeckt. Die CDH1-Keimbahnmutation wird autosomal dominant vererbt und
préadisponiert mit einer Penetranz von iiber 70% zum Magenkarzinom [38, 45]. Aufkerdem
neigen weibliche Betroffene vermehrt zur Entwicklung von Mammakarzinomen [128]. Oft
treten Magenkarzinome auch im Rahmen monogenetisch vererbter Erkrankungen wie
dem hereditaren nicht—polyposen Coloncarcinom (HNPCC), der familéren adenomatosen
Polyposis (FAP), dem Li-Fraumeni-Syndrom und dem Peutz—Jeghers—Syndrom auf
[11, 55, 148].

Eine ganze Reihe weiterer Faktoren wurden mit der Entstehung von Magenkarzinomen
in Verbindung gebracht: In mehr als der Halfte aller Magenkarzinome vom intestinalen
und diffusen Typ kann der Verlust des Tumorsuppressors TP53 nachgewiesen werden [73].
Analog zum Kolonkarzinom finden sich beim intestinalen Magenkarzinom in einem Teil der
Félle Mutationen in APC (Adenomatose Polyposis Coli) und CTNNBI1 (8-catenin) [83].
Verdnderungen im TGF-3-Signalweg (transforming growth factor beta), die Epithelzellen
weniger empfindlich gegeniiber dem proliferationshemmenden Effekt des Zytokins machen,
sind mit dem Magenkarzinom assoziiert [118|. Mutationen im TGF-3-Typ II-Rezeptor
werden hier haufig beobachtet, und auch der Einfluss des in dieser Arbeit untersuchten
RUNX3 auf den TGF-(-Signalweg wird diskutiert [65]. Wie bei anderen gastrointestinalen
Tumoren wird auch beim Magenkarzinom Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) beobachtet:
Mikrosatelliten sind repetitive kurze DNA-Sequenzen bis 10 Basenpaare pro Repeat,
die aufgrund ihrer Struktur anféllig fiir Verdnderungen in der Anzahl der Wiederho-

lungen sind. Da dies normalerweise durch DNA—-Reparaturmechanismen weitestgehend
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verhindert wird, weisen deutliche Verdnderungen der Mikrosatelliten—-DNA auf Defekte
des Reparaturapparats hin. Diese Instabilitdat ist bei Magenkarzinomen meist auf die
Down—Regulation des Reparaturgens hMLH1 zuriickzufiihren [46] und eher mit dem

intestinalen Typ assoziiert [159].

Stammzellen und Karzinom—-Stammzellen

Die Vermutung, dass Gewebestammzellen den Ausgangspunkt der Tumorigenese bilden
konnten, ist keineswegs neu: Rudolf Virchow formulierte bereits 1855 seine Theorie,
Tumoren entstiinden aus Resten embryonalen Gewebes, da dieses histologische Gemein-
samkeiten mit Tumorgewebe aufweist [160]. Seit langem besteht die Erkenntnis, dass
die meisten Tumoren klonalen Ursprungs sind [35, 47|, sich also aus einer Vorlduferzelle
durch fortlaufende Zellteilung entwickeln. Ebenso ist bekannt, dass sie, obwohl klonalen
Ursprungs, heterogen aufgebaut sind, also aus Zellen mit unterschiedlichen Phanotypen
bestehen [51]. Es wurde fiir verschiedene maligne Tumore gezeigt, dass nur ein geringer
Anteil der Zellen eines Tumors tatsdchlich die Fahigkeit hat, eigenstdndig zu proliferieren
und neue Tumorkolonien zu formen [111]. Der erste Nachweis einer Tumorstammzelle
wurde fiir die humane akute myeloische Leukéimie (AML) erbracht: Nur eine distinkte, sehr
kleine Subpopulation der Leukdmiezellen hat das Potential, die AML in immundefiziente
Méuse zu iibertragen, wihrend der Grofsteil nicht dazu befahigt ist [7]. In der Folge
wurden Tumorstammzellen fiir das Mammakarzinom [25], Glio—/Medulloblastome [144],
das Prostatakarzinom [168] und das Bronchialkarzinom [72] nachgewiesen.

Diese Beobachtungen bilden die Basis fiir die Stammzelltheorie der Karzinogenese:
Stammzellen sind definiert als Zellen, die sich selbst durch fortwéhrende Selbsterneuerung
erhalten kénnen und zu verschiedenen reifen Zellen mit distinkten Funktionen ausdiffe-
renzieren konnen. Organspezifische Stammzellen sorgen fiir die Regeneration und den
Zellersatz nach Organschiddigung durch Verschleiff oder Verletzung. In diesem Sinne
kann ein Tumor als aberrantes Organ betrachtet werden, in dem Tumorstammzellen fiir
Proliferation und Metastasierung sorgen, wihrend die ausdifferenzierten Tumorzellen
strukturbildend sind.

Grundsétzlich konnten verschiedene Zelltypen als Reservoir fiir die Entstehung von
Tumorstammzellen in Frage kommen [135]: Differenzierte, gewebespezifische Zellen kénn-
ten durch genetische Fehlregulationen (Mutationen oder epigenetische Mechanismen)
immortalisiert werden und in unkontrollierte Proliferation ibergehen. Da differenzierte
Zellen relativ kurzlebig sind, miissten sich genetische Alterationen jedoch in vergleichweise
kurzen Zeitrdumen vollziechen. Gewebestédndige Stammzellen hingegen sind langlebiger
und verfiigen per se iiber das Potential zur Unsterblichkeit. In der Transformation zu

Tumorstammzellen miisste diese Fahigkeit also nicht erst reaktiviert werden und die zur
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malignen Entartung nétigen Modifikationen konnten sich iiber langere Zeitrdume etablie-
ren. Zudem konnte die relative Resistenz von Stammzellen gegen Radiochemotherapie
erklaren, wieso maligne Tumoren mit diesen Modalitaten zwar teilweise bis unter die
radiologische Nachweisgrenze reduzierbar, jedoch nur in Ausnahmefillen kurabel sind.
Als Alternative zu gewebespezifischen Stammzellen kommen Knochenmarksstammzellen
in Betracht: Es wurde bereits gezeigt, dass einwandernde Knochenmarksstammzellen
in verschiedensten Geweben zur Regeneration beitragen [50, 78] und damit auch als
Zellpool fiir die Karzinogenese zur Verfiigung stehen. Houghton et al. haben gezeigt,
dass in M&usen mit chronischer Helicobacter felis—assoziierter Gastritis Stammzellen
aus dem Knochenmark in die Magenschleimhaut einwandern und diese rekonstituieren
[56]. Hierzu wurde weiblichen Mausen nach Knochenmarksablation das Knochenmark
mannlicher Méause transplantiert und die méannlichen Knochenmarkstammzellen in der
Magenmucosa nachgewiesen. Nach 20 Wochen entstanden erste nur aus transplantierten
Zellen bestehende Magendriisen und nach einjahriger Infektion entwickelten die Versuchs-
tiere nach Metaplasie und Dysplasie auch Magenkarzinome, die aus den eingewanderten
Stammzellen hervorgingen. Interessanterweise fiihrten durch Kélte oder Essigsdure provo-
zierte Ulzerationen nicht zur Migration von Knochenmarksstammzellen, sondern wurden
lokal regeneriert. Dies konnte die Assoziation der Magenkarzinome vom intestinalen
Typ mit chronischer Inflammation erklaren: Insbesondere die chronische Entziindung
eines Gewebes resultiert — dhnlich dem Homing von Immunzellen — in einer Migration
von Stammzellen aus dem Knochenmark, die moglicherweise aufgrund ihrer inhédrenten
Plastizitdat weniger resistent gegen den ausgeiibten inflammatorischen Stress sind als
gewebestandige spezialisierte Zellen. Wie dieses Homing gesteuert wird und nach welchen
Mechanismen sich die Stammzellen in das Zielgewebe integrieren, ist derzeit Gegenstand

der Forschung [57].

1.2 Der Transkriptionsfaktor RUNX3

1.2.1 Transkriptionsfaktoren aus der Runt—Familie

Die RUNX—-Gene der Sdugetiere kodieren fiir eine Familie von Transkriptionsfaktoren,
deren Namensgebung auf den Transkriptionsfaktor RUNT aus Drosophila melanogaster
zuriickgeht. Bevor erkannt wurde, dass es sich um phylogenetisch verwandte Gene handelt,
wurden einzelne Mitglieder der Familie in verschiedenen Spezies und unterschiedlichen
Zusammenhangen untersucht und dementsprechend unterschiedlich benannt. Die daraus
entstehende Vielfalt an Bezeichnungen [164] wird in Tabelle 1.1 auf der néchsten Seite
aufgefiihrt, im Folgenden wird jedoch stets die RUNX-Nomenklatur verwendet.

Die wesentliche Gemeinsamkeit der RUNX-Transkriptionsfaktoren ist die sogenannte
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Bezeichnung Alternative Bezeichnungen

RUNX1 CBFA2 AML1 PEBP2aB
RUNX2 CBFA1 AMLS3 PEBP2aA
RUNX3 CBFA3 AML2 PEBP2aC

Tabelle 1.1: Verschiedene Bezeichnungen fir Gene der RUNX-
Familie: Runt-related transcription factor (RUNX), core binding
factor alpha (CBFA), acute myelogenous leukemia factors (AML),
polyoma enhancer—binding proteins 2o (PEBP2x)

Runt-Domain (RD): Sie vermittelt sowohl die Bindung an die DNA-Zielsequenz als
auch die Interaktion mit dem Ko-Faktor core binding factor beta (CBFB) [64]. Die RD
findet sich hochkonserviert in verwandten Proteinen der Spezies Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans und diverser Wirbeltiere [91]. Ausgehend vom &ltesten Mitglied
RUNX3 hat sich in Wirbeltieren durch Genduplikation [136] eine Familie von drei Tran-
skriptionsfaktoren gebildet, deren RD eine Sequenzhomologie von iiber 90% aufweist [129].
Neben der RD ist auch die Genstruktur aller Mitglieder der Genfamilie &hnlich: Jedes
besitzt zwei distinkte Promoterregionen, die jeweils selbst Bindungssequenzen fiir RUNX
enthalten und damit die Moglichkeit einer Kreuzregulation bieten. Auflerdem sind allen
drei RUNX-Genen die benachbarten Gene CLIC und DSCR erhalten geblieben [92]. Eine
Ubersicht iiber die Genstruktur der humanen RUNX-Gene bietet Abbildung 1.2 auf der
néchsten Seite. In den folgenden Abschnitten beziehen sich alle Aussagen — sofern nicht

explizit anderweitig angegeben — auf die RUNX-Transkriptionsfaktoren der Saugetiere.

Funktion der RUNX-Transkriptionsfaktoren

Die RUNX-Transkriptionsfaktoren binden iiber die RD an die allen Mitgliedern gemeinsa-
me Konsensussequenz 5'-PyGPyGGT-3’. Die Heterodimerisation mit dem Ko—-Faktor core
binding factor beta (CBFB) erhoht die Bindungsaffinitit, stabilisiert den Gesamtkomplex
und verhindert eine Ubiquitinylierung [58|, was Moglichkeiten der RUNX-Regulation iiber
CBFB erédffnet [130]. RUNX kann die Transkription am Zielpromoter sowohl aktivieren
(z.B. via Interaktion mit SMAD, AP1, STAT, CEBP) [64] als auch iiber die Rekrutierung
von Ko-Repressoren wie TLE (transducin-like enhancer—of-split) unterdriicken [88]. Diese
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wird durch die RD und/oder durch den
C-Terminus der RUNX-Proteine vermittelt.

Zahlreiche mogliche Zielgene, insbesondere aus den Bereichen der Hamatopoiese und
Osteogenese, wurden bisher identifiziert, viele Zusammenhange miissen jedoch noch durch
weiterfithrende Untersuchungen gesichert werden [116]. Obwohl die RUNX-Transkrip-
tionsfaktoren dieselbe Zielsequenz binden, haben sie distinkte Wirkungen: Experimente

an Knockout—Maéausen haben gezeigt, dass sie Zelltyp—spezifische Aufgaben ausiiben:
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Abbildung 1.2: Struktur der humanen RUNX-Gene: distale Promoterregion (P1), prozimale
Promoterregion (P2), Iniatorcodon (ATG); Exons grau, Exons der Runt-Domain (RD) rot,
P1-5"UTR dunkelblau, P2-5’UTR hellblau, 3'-UTR grin

RUNX1-defiziente Mauseembryonen sind nicht zu erythroider und myeloider Hamato-
poiese fiahig und versterben im Alter von ca. 12 Tagen [112]. RUNX2/~~Mé&use hingegen
versterben kurz nach der Geburt an Atemversagen und sind wegen fehlender Osteoblasten—
Differenzierung unfihig, Knochenmatrix zu bilden [115]. Fiir RUNX3 wurde gezeigt,
dass Knockout—Mause unter Entwicklungsstérungen von Neuronen der Riickenmarks—
Hinterwurzel und sukzessive unter schwerer Ataxie leiden [62, 89] und dass RUNX3
essentiell fiir die Entwicklung CD8-positiver Zellen in der Thymopoiese ist [167]. Diese
Selektivitit einzelner RUNX—Proteine fiir bestimmte Funktionen scheint nicht durch spezi-
fische Promoter der Zielgene bedingt zu sein, da die RUNX-Proteine zumindest in vitro in
ihrer Funktion teilweise austauschbar sind [116]. Ob dies auch in vivo zutrifft, wurde bisher
nicht ausreichend untersucht. Wahrscheinlich ist, dass die Funktionsselektivitat unter
physiologischen Bedingungen durch gewebespezifische Expression der RUNX-Proteine
realisiert wird, wobei je nach Zelltyp nur eines oder mehrere gleichzeitig exprimiert sein
konnen [87]. Funktionsunterschiede resultieren auch aus differierenden C-Termini der
RUNX-Proteine, deren Bindungsfunktion fiir Ko—Faktoren nur eingeschrankt zwischen
den RUNX-Transkriptionsfaktoren austauschbar sind [37].

Seit einiger Zeit werden RUNX-Proteine als Bestandteil des TGFg3/BMP/SMAD-
Signalwegs betrachtet [103]: Interaktion von RUNX3 und SMAD2/SMADS3 ist notwendig
zur TGF(-abhingigen Induktion der Immunglobulin—Klassenumschaltung zu IgA in
B-Lymphozyten [48] und SMAD1/SMADS5 vermittelt gemeinsam mit RUNX2 die BMP-
abhéngige Differenzierung von Vorlduferzellen zu Osteoblasten [84]. Da TGF [ als potenter
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Inhibitor der Zellproliferation wirkt [103], konnte die Beteiligung der RUNX—-Transkrip-

tionsfaktoren an diesem Signalweg eine Verbindung zur Karzinogenese darstellen.

1.2.2 RUNX3 und Karzinogenese

RUNX-Transkriptionsfaktoren wurden auch beim Menschen bereits mit verschiedenen
Erkrankungen assoziiert: Mutationen und Haploinsuffizienz des RUNX2-Gens sind ver-
antwortlich fiir Cleidocraniale Dysplasie [108]. RUNX1 ist eines der hdufigsten Zielgene
fiir chromosomale Translokationen in leukémischen Erkrankungen [44]| und fiir ca. 30%
aller akuten Leukédmien verantwortlich [95].

RUNX3 wurde erstmals durch Experimente mit Knockout—-Méausen mit Karzinogenese
in Verbindung gebracht: Li et al. stellten fest, dass RUNX3/—M&iuse neben den oben
beschriebenen Einschriankungen eine deutliche Hyperplasie der Magenmucosa aufweisen,
und daher in der Regel am ersten Tag nach Geburt aufgrund von Mangelerndhrung
versterben [94]. Die Autoren wiesen nach, dass RUNX3 / —Epithelzellen dieser Méuse
unempfindlicher gegeniiber des Apoptose—induzierenden Effekts des Wachstumsfaktors
TGFg sind, und zogen daher die Moglichkeit in Betracht, es kénne sich bei RUNX3 um
einen Tumorsuppressor handeln. Gestiitzt wird diese Annahme durch Untersuchungen
anderer Autoren, die zeigten, dass die RUNX3-Expression in humanen Magenkarzinomen
haufig durch Promoter—Hypermethylierung unterdriickt wird [109, 114, 139]. Auferdem
konnte in witro durch die exogene Expression von RUNX3 in Tumorzelllinien deren
Wachstum gehemmt und #n vivo deren Tumorigenitdt und Metastasierungsfahigkeit
vermindert werden [162].

Allerdings wird eine mégliche Funktion von RUNX3 als Tumorsuppressor kontrovers dis-
kutiert: Levanon et al. erzeugten ebenfalls RUNX3-Knockout—-Mause, jedoch mit anderem
genetischen Hintergrund (ICR und MF1 statt C57/BL6). Beziiglich der beeintréchtigten
Thymopoiese [152, 167| und Riickenmarks—Neurogenese [62, 89] zeigten beide Knockouts
gleiche Phénotypen. Eine bereits bei Geburt bestehende Hyperplasie der Magenmucosa
konnte jedoch von Levanon et al. nicht beobachtet werden: Die M&ause verstarben nicht
kurz nach Geburt, sondern iiberlebten bis zu 2 Jahre. 80% der Tiere entwickelten ab
einem Alter von acht Monaten eine Hyperplasie der Magenschleimhaut, jedoch keine
Magenkarzinome [9]. Interessanterweise kamen beide Autoren zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen, was das Expressionsmuster von RUNX3 angeht: Li et al. konnten in ihren (durch
LacZ-Insertion generierten) Knockouts mittels LacZ-Farbung und In-Situ—Hybridisierung
die Expression von RUNX3 in Magenepithelien erkennen [94]. Die von Levanon et al.
erzeugte Knockout—Maus hingegen exprimiert RUNX3 nicht im Magenepithel [9, 87, 90].
Die Unterschiede im Expressionsmuster erklaren damit die Beobachtungen beziiglich des

Phénotyps der Magenschleimhaut. Ahnlich widerspriichliche Ergebnisse liegen auch fiir
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die RUNX3-Expression in humaner Magenmucosa vor: Einige Autoren konnten immunhi-
stochemisch RUNX3-Protein in Epithelzellen des Magens nachweisen |63, 113], wiahrend

andere zeigten, dass keine Expression vorhanden ist [14].

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Transkriptionsfaktor RUNX3 erfiillt — wie auch die anderen Mitglieder der RUNX-
Familie — grundlegende Aufgaben im Rahmen der Zelldifferenzierung. Im Jahr 2002 wurde
er erstmals mit der Karzinogenese des Magens in Verbindung gebracht. Aufgrund von Un-
tersuchungen an Knockout—Méausen wurde vermutet, es konnte sich bei RUNX3 um einen
epithelialen Tumorsuppressor handeln, der eine urséchliche Rolle bei der Entstehung des
Magenkarzinoms spielt [94]. Andere Autoren konnten diese Beobachtungen an #hnlichen
RUNX3-Knockouts hingegen nicht nachvollziehen [9]. Da sich beide Mausmodelle lediglich
im Phénotyp des Magens unterscheiden, andere Auswirkungen der RUNX3-Defizienz
jedoch identisch sind [62, 89, 152, 167], ist die Bedeutung von RUNX3 im Magen ungeklért.
Insbesondere ist nicht eindeutig belegt, ob RUNX3 physiologischerweise in Epithelzellen
des Magens exprimiert wird, da diesbeziiglich auch im Rahmen von Untersuchungen am
Menschen widerspriichliche Beobachtungen gemacht wurden [14, 63, 113].

Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die RUNX3-Expression im menschlichen
Magen detailliert und umfassend zu untersuchen. Anhand einer groften Patientenpopulati-
on sollte zum einen gezeigt werden, inwieweit im Rahmen der Karzinogenese histologische
Verdnderungen wie Gastritis, Atrophie und intestinale Metaplasie die Expression beein-
flussen. Zum anderen sollte mittels Mikrodissektion geklart werden, ob RUNX3 in den
beiden feingeweblichen Kompartimenten der Magenschleimhaut, dem Stroma und dem
Epithel, unterschiedlich exprimiert wird. Um von einer Funktion als Tumorsuppressor
sprechen zu kénnen, muf ein Expressionsverlust in Karzinomen beobachtbar sein. Beson-
deres Augenmerk lag daher auf der Frage, ob der Transkriptionsfaktor im Magenepithel
exprimiert und in malignen Epithelzellen herunterreguliert wird. Auf diesem Wege sollte
geklart werden, ob RUNXS3 in der Karzinogenese des Magens die Rolle eines epithelialen

Tumorsuppressors spielt.
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2 Material und Methoden

2.1 Biopsiematerial, Probengewinnung und Aufbereitung

2.1.1 Patienten

Die Patientenpopulation bestand zum einen aus 105 Patienten des Klinikums Rechts der
Isar, die in den Jahren 2003 bis 2005 rekrutiert wurden. Dabei handelte es sich entweder
um Patienten, welche sich einer Gastroskopie in der endoskopischen Abteilung der II.
Medizinischen Klinik unterzogen oder — im Falle der Patienten mit Magenkarzinom —
um solche, bei denen eine Gastrektomie in der Chirurgischen Klinik des Hauses erfolgte.
Zum anderen wurden in den Jahren 1996 bis 2002 weitere 114 Patienten im Rahmen
der endoskopischen Routinediagnostik rekrutiert. Es wurden zu diagnostischen Zwecken
Gewebeproben entnommen und dem Institut fiir Pathologie zur histologischen Evaluation
zugefiihrt. Diese Proben wurden auferdem von uns fiir die vorliegende Arbeit heran-
gezogen. Alle Patienten wurden vor der Entnahme von bioptischem Material iiber die
zusétzliche Verwendung zu Forschungszwecken aufgeklart und stimmten dem zu. Die
Ethikkommission der Fakultét fiir Medizin der Technischen Universitdt Miinchen stimmte
dem Forschungsvorhaben mit der Projektnummer 938/03 am 27.08.2003 zu.

2.1.2 Proben zur Mikrodissektion

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben sollten sowohl histopathologisch evaluiert
als auch mittels Laser Capture Microdissection (LCM) in unterschiedliche Gewebekompar-
timente separiert werden. Aufserdem sollten die Biopsien mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) untersucht werden. Zur verlésslichen Durchfithrung dieser Experimente ist
es notwendig, das meist nur in geringen Mengen — bei endoskopisch gewonnenen Proben
meist nur Stecknadelkopfgrofie — vorhandene Material zu konservieren. Dabei muss ei-
nerseits seine histologische Struktur weitestgehend erhalten bleibt und eine Autolyse und
damit eine Degradation der enthaltenen Nukleinsduren vermieden werden. Andererseits
ist es wiinschenswert, eben diese Nukleinséduren trotz Konservierung moglichst wenig
chemisch zu modifizieren, um die nachfolgende Untersuchung mittels PCR, nicht zu beein-
flussen. Die hier verwendete Formalinfixierung mit Einbettung in Paraffin wird diesen

Punkten weitestgehend gerecht. Lediglich chemische Modifikationen und konsekutive
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Strangbriiche der Nukleinsduren sind unvermeidlich. Der resultierenden Beeintréachtigung
der Experimente kann jedoch durch geeignete Nukleinsdure-Extraktions-Methoden und

Anpassung der PCR ausreichend entgegengewirkt werden.

Materialeinbettung

Zur Vermeidung von Autolyse und dem Erhalt der feingeweblichen Struktur wurde das
bioptisch gewonnene Material unmittelbar dem Fixierungs- und Einbettungsprozess unter-
zogen. Dazu wurde das Gewebe zunéchst in einer Formalinldsung fixiert. Dann wurde ihm
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe Wasser entzogen und iiber ein Zwischenmedium

(Xylol) durch Paraffin ersetzt. Folgende Stufen wurden hierfiir durchlaufen:
e Formalin 4% (40 °C)

e Ethanol 70% (40 °C)

Ethanol 96% (40 °C)

Isopropanol (40 °C)

Xylol (40 °C)
e Paraffin (60 °C)

Die einzelnen Arbeitsschritte fithrte ein Fixierungsautomat (Pathcentre, Fa. Shandon)
iiber Nacht automatisch durch. Die solchermafien paraffinisierten Gewebeproben wurde
dann auf Kunststofftrdgern in einen zur Schnittanfertigung geeigneten Paraffinblock

eingegossen.

Anfertigung histologischer Schnittpraparate

Die Paraffinblocke wurden mit Hilfe eines HM 355 S Rotationsmikrotoms (MIKROM,
Walldorf) geschnitten. Zu histologischen Zwecken wurden Schnitte mit 2 pm Stérke herge-
stellt. Fiir die Mikrodissektion wurde eine Schnittstirke von 10 um gewahlt. Da aus den
Mikrodissektaten zudem RNA gewonnen werden sollte, wurde besonders darauf geachtet,
samtliche Arbeitsgerite RNAsefrei zu halten. Daher wurden Einweghandschuhe, Schneide-
messer und Wasserbad regelméfig gewechselt, Objekttrager (SuperFrost, Menzel-Gléser,
Braunschweig) einer frisch gedffneten Verpackung entnommen und Arbeitsflichen und
das Mikrotom mit RNAseZap® RNAse Dekontaminationslosung (Ambion, Huntingdon,
UK) gereinigt.

Zur histopathologischen Evaluation wurden die Schnitte sowohl mit HE (Hamatoxy-

lin—Fosin) gefarbt zur Beurteilung der Morphologie als auch mit PAS (Periodic Acid
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PCR~Produkt T Sequenz

UreB (685 bp) 58 °C FP 5°-TTCACCCCAACAAATCCCTACAG-3’
RP 5°-ACGGCCCATCGCTTGAGAGT-3?

VacAs (259/284 bp) 56 °C  FP  5°-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’
RP 5°-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’

Tabelle 2.1: Primer fir den H. pylori—-Nachweis mittels PCR; die unterschiedliche Linge
des Amplicons fiir VacAs liegt in Variationen zwischen zwei moglichen Allelen fir VacAs
begrindet

Schiff) gefarbt zum Nachweis von Muzinen, beispielsweise in Becherzellen bei intestinaler
Metaplasie. Um gleichbleibende Qualitét zu gewahrleisten, wurde hierfiir ein Farbeautomat
(MEDITE Medizintechnik, Burgdorf) eingesetzt.

2.1.3 Frische Magenbiopsien

Die zur Validierung der Ergebnisse aus formalinfixierten Gewebeproben herangezogenen
frischen Magenbiopsien wurden endoskopisch der Antrumregion des Magens entnommen
und unmittelbar nach der endoskopischen Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren,
um eine Degradation der enthaltenen Nukleinséduren zu verhindern. Die Gewebeproben
wurden dann in gefrorenem Zustand gemorsert und der weiteren Verarbeitung zugefiihrt.
Die RNA-Extraktion hieraus wurde analog der in Abschnitt 2.3 auf Seite 28 beschriebenen
Phenol-Chloroform—Extraktion durchgefiihrt.

2.1.4 Helicobacterstatus

Die Infektion mit H. pylori wurde sowohl histopathologisch als auch durch PCR beurteilt.
Zum Nachweis mittels PCR wurden die H. pylori—Gene fiir Vakuolisierendes Zytotoxin
(VacAs) und Urease B (UreB) amplifiziert. Tabelle 2.1 listet die verwendeten Primer und
Annealingtemperaturen auf. Die PCR wurde analog zur Beschreibung im Abschnitt 2.4.2
auf Seite 32 durchgefiihrt. Der Nachweis der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese
wird im Abschnitt 2.5 auf Seite 33 dargelegt.

2.2 Laser Capture Mikrodissektion

Mikrodissektion ist eine relativ neue Methode zur selektiven Gewinnung von Materi-
alproben aus histologischen Schnitten im mikroskopischen Mafsstab. Im Idealfall ist es
moglich, einzelne Zellen beziehungsweise deren Zellmaterial selektiv aus dem umgeben-
den Gewebe herauszulosen und weiteren Untersuchungen zu unterziehen. Verschiedene

technische Systeme, basierend auf mechanischen und/oder laseroptischen Prinzipien,
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sind kommerziell verfiighar. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Laser Capture
Microdissection (LCM) arbeitet gemischt laseroptisch und mechanisch. Dabei werden
histologische Schnittpraparate auf herkdmmlichen Objekttriagern unter einem modifizier-
ten Mikroskop bearbeitet. Ein durchsichtiger, mit einer Spezialfolie beschichteter Trager
(Cap) wird auf das auf dem Objekttrager haftende Zielgewebe aufgelegt. Durch gezieltes
Erhitzen der Folie mit Hilfe eines Nahe-Infrarot-Lasers verschmilzt diese punktuell mit
dem darunterliegenden Gewebe. Das auf diese Weise fixierte Gewebematerial kann nun

gemeinsam mit dem Folientrager abgehoben werden.

2.2.1 Vorbereitung der Praparate

Zur besseren Differenzierung des Gewebes unter dem LCM—-Mikroskop ist eine einfache
histologische Farbung hilfreich. Die in dieser Arbeit untersuchten histologischen Préaparate
des humanen Magens wurden mit Hamatoxylin-Eosin nach Ehrlich (Sigma—Aldrich,
Miinchen) gefirbt. Hierzu mussten die Schnitte entparaffiniert und mittels absteigender
Alkoholreihe ins wissrige Milieu tiberfiihrt werden.

Da aus den Praparaten RNA gewonnen werden sollte, war eine RN Ase-freie Arbeitsweise
unabdinglich. Hierzu wurden alle Arbeitsflichen und -geréte, Farbebecken und Objekt-
trigerhalter vor Benutzung mit RNAseZap® RNAse Dekontaminationslosung (Ambion,
Huntingdon, UK) gereinigt. Einweghandschuhe wurden regelméafig gewechselt und alle
verwendeten Reagenzien wurden aliquotiert, ausschliefslich fiir diesen Zweck verwandt

und nach Benutzung verworfen. Im Folgenden soll das Arbeitsprotokoll dargelegt werden:
e Entparaffinieren im Xylolbad fiir 2 x 20 min

Uberfiihren ins wissrige Milieu mit absteigender Alkoholreihe:

100% Ethanol fiir 5 min

90% Ethanol fiir 5 min
— 70% Ethanol fiir 5 min
— H50 5 min

Féarbung durch Auftropfen von HE-Gebrauchslésung, Einwirkzeit 15-45 s

Abspiilen mit HoO
e Entwéssern durch aufsteigende Alkoholreihe
e Lufttrocknen und ziigige Weiterverarbeitung

Da die Schichtdicke der histologischen Préaparate mit 10 pwm relativ stark gewéhlt ist,

muss die HE-Farbung dezent eingesetzt werden. Zu lange und damit starke Farbung
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Tris-HCI 10 mmol/1

pH 8,0
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 0,1 mmol/1
pH 8,0
SDS (Natriumdodecylsulfat) 2%
pH 7,3
Proteinase K 2,5 g/l

Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Lysepuffers zur RNA—Extraktion

kann die Erkennbarkeit des luftgetrockneten, nicht eingedeckten Gewebes wiahrend der

Mikrodissektion deutlich beeintrachtigen.

2.2.2 Mikrodissektion der Materialproben

Die Mikrodissektion wurde mit Hilfe eines PixCell® Ile Laser Capture Microdissecti-
on Systems (Arcturus, Sunnyvale, CA, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden von jeder
Probe zwei konsekutive Schnitte herangezogen und jeweils Epithelzellen und Stroma
disseziert. Auf die Gewinnung beider Zellpopulationen von nur einem Schnitt wurde
zugunsten geringerer Kreuzkontamination verzichtet. Es wurden je nach vorhandener
Probenmenge zwischen 1000 und 2000 Zellen gewonnen. Diese wurden unmittelbar nach

der Mikrodissektion der weiteren Verwendung zugefiihrt.

2.2.3 Lyse der Mikrodissektate

Zur Weiterverarbeitung wurden die Mikrodissektate {iber Nacht bei 60 °C in 200 pl eines
Lysepuffers inkubiert. Tabelle 2.2 zeigt dessen Zusammensetzung. Nach vollstandiger Lyse

am néchsten Tag wurde aus den Zelllysaten die enthaltene RNA isoliert.

2.3 Ribonukleinsaureextraktion

Die Gewinnung von RNA aus bioptisch gewonnenem Gewebematerial ist im Regelfall
einfach zu bewerkstelligen, da verschiedenste Hersteller fertige Kits zur Nukleinsdureex-
traktion anbieten. Diese funktionieren meist nach dem Prinzip der Adsorption der Nukle-
insduren an eine Silicamembran in salzhaltigen Puffern und sind dafiir ausgelegt, mittlere
bis lange Fragmente aufzureinigen, kurze jedoch zu verwerfen. Die zur histologischen Ein-
bettung von Biopsien notige Behandlung mit Formaldehyd und Hitze bedingt jedoch eine
Fragmentierung der Nukleinsduren, wodurch RNA—Extraktionsmethoden nétig werden,
die auch kurze Fragmente zuverldssig aufreinigen, insbesondere wenn ohnehin nur sehr

geringe Materialmengen eingesetzt werden kénnen. Daher wurde fiir die vorliegende Arbeit
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Fallungssalz Natriumacetat (CoH3NaOsg) 2 mol/1

pH 4.5
Phenol UltraPure Phenol:Wasser (Gibco) 3,75:1
Chloroform Chloroform:Isoamylalkohol (Sigma) 24:1
Glycogen (Roche) 20 mg/ml
Isopropanol (Roth) reinst
Ethanol (Roth) 70%

Tabelle 2.3: Reagenzien fiir die RNA—Extraktion

die klassische Phenol-Chloroform—Methode gefolgt von einer Isopropanol-Préazipitation
fiir die Extraktion gewéhlt. Auflerdem war aufgrund der im Abschnitt 3.1.1 auf Seite 48
erlauterten Problematik ein DNAse-Verdau der isolierten RNA notwendig. Im Folgenden
werden alle Arbeitsschritte dargelegt.

2.3.1 RNA-Extraktion aus Zelllysaten

Die im Abschnitt 2.2.3 auf der vorherigen Seite beschriebenen Zelllysate wurden zur RNA-
Aufreinigung unmittelbar weiterverarbeitet. Tabelle 2.3 listet alle bendtigten Reagenzien
auf. Um die Handhabung zu erleichtern, wurde Glycogen als Co-Prézipitans fiir die RNA
gewahlt, wodurch trotz geringer Nukleinsduremengen in allen manuellen Arbeitsschritten
ein sichtbares Pellet vorzufinden war und Pipettierfehler minimiert wurden. Um die
Kontamination mit RNAsen und damit die unerwiinschte Degradation der RNA zu
vermeiden, wurden ausschlieflich RNAse—freie Einwegartikel und Pipettenspitzen mit
Aerosolfilter benutzt. Einweghandschuhe wurden regelméfig gewechselt, Arbeitsflachen
und -geriite mit RNAseZap® RNAse Dekontaminationslosung (Ambion, Huntingdon,
UK) gesdubert und samtliche Reagenzien ausschlieflich fiir dieses Experiment verwendet

und gesondert aufbewahrt. Folgendes Arbeitsprotokoll wurde befolgt:

e griindliches Mischen von 200 ul Zelllysat, 20 ul Natriumacetat, 200 pl Phenol und
100 pul Chloroform—Isoamylalkohol in einem Reaktionsgeféfs

e Zentrifugation fiir 5 min bei héchster Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge

(Eppendorf, Hamburg) zur Phasentrennung

e Abnehmen des wissrigen Uberstands ohne die Trennschicht zu verletzen und Uber-

fiihren in ein neues Reaktionsgeféfs
e Zugabe von 2 ul Glycogen, 220 pl Isopropanol und Inkubation fiir 60 min bei -20 °C

e Zentrifugation in einer Kiihlzentrifuge (Eppendorf) bei 20.800 g und 4 °C fiir 30 min
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e Verwerfen des Uberstands und Zugabe von 300 ul Ethanol (70%) unter Schonung
des gebildeten Pellets, erneute Zentrifugation bei 20.800 g und 4 °C fiir 15 min

e Verwerfen des Uberstands und Lufttrocknen des Pellets fiir 10 min

e Resuspension des Pellets in 20 pl RNAse—freiem HoO
Die isolierte RNA wurde entweder bei -80 °C oder im Falle zeitnaher Weiterverarbeitung
bei -20 °C gelagert.
2.3.2 DNAse—Verdau

Zum DNAse—Verdau der RNA-Proben wurde das Enzymkit DNAse I Amplification Gra-
de (Invitrogen, Karlsruhe) verwandt. Alle benétigten Reagenzien sind in Tabelle 2.4
aufgelistet. Zur Durchfiihrung des DNAse—Verdaus wurde folgendes Arbeitsprotokoll

angewandt:

Herstellen folgenden Ansatzes auf Eis
— 8 ul RNA-Losung
— 1 pl 10x Reaktionspuffer
— 1 pul DNAse I

Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur

Zugabe von 1 ul EDTA-Losung

Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei 65 °C

Wichtig ist, eine Degradation der eingesetzten RNA zu verhindern. MgCly férdert die
Hydrolyse des RNA-Stranges, weswegen vor der Hitzeinaktivierung EDTA als Komplex-
bildner zugesetzt wird. Zusétzlich empfiehlt der Hersteller des Enzymkits eine DN Ase—
Inkubation von nicht mehr als 15 min. Nach dem Vorversuch, der im Abschnitt 3.1.1 auf

Seite 49 beschrieben ist, wurde diese Inkubation jedoch iiber 30 min durchgefiihrt.

10x Reaktionspuffer Tris-HCl 200 mmol/1
pH 8,4
KCl 500 mmol/1
MgCly 20 mmol/1
DNAse I, Amplification Grade 10/l
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 25 mmol/1

Tabelle 2.4: Reagenzien fiir den DNAse—Verdau
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2.4 Polymerase—Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase-chain-reaction) ist eine molekular-
biologische Methode, die es erlaubt, in vitro geringste Mengen DNA zu vervielféltigen.
Dies geschieht — wie im lebenden Organismus auch — mittels einer DNA-abhéngigen
DNA—-Polymerase, also einem Enzym, dass zu einem als Matrize dienenden DNA—Strang
einen Komplementéarstrang synthetisiert. Da die DNA-Polymerase zur Initiation der
DNA-Replikation das 3-OH-Ende eines vorhandenen Stranges bendtigt, um daran anzu-
kniipfen, kann man durch Zugabe von sequenzspezifischen DNA—-Oligonucleotiden, sog.
Primern, den Start- und Endpunkt der DNA—Replikation bestimmen.

Das Prinzip der PCR besteht nun darin, dass die Replikation eines zusammen mit
Primern und DNA-Polymerase in Losung befindlichen DNA-Strangs durch Verdnderung
der Temperatur gesteuert werden kann: Zunéchst wird der geloste DNA-Doppelstrang
durch Erhitzen auf ca. 94 °C denaturiert, d.h. in zwei Einzelstriange getrennt. Durch
Abkiihlen der Losung wird den zugegebenen Primern die Moglichkeit gegeben, an ihre
Komplementirsequenz in der DNA zu binden, auch Annealing genannt. Bei welchen
Temperaturen dies in optimaler Weise geschieht, richtet sich nach der Schmelztempera-
tur Ty, und damit hauptséchlich nach der Lange und der Basenzusammensetzung der
Primer (i.d.R. zwischen 55 °C und 65 °C). Zur Elongation, d.h. Polymerisation eines
Komplementérstrangs, muss nun die DNA-Polymerase am Primer an den DNA-Strang
binden. Dazu wird eine Temperatur eingestellt, bei der die DNA—Polymerase optimale
Aktivitdt zeigt, je nach Polymerase meist zwischen 68 °C und 72 °C. Seit der Entdeckung
thermophiler Bakterien, die bei Temperaturen von bis zu 110 °C in Tiefseeschloten und
Geysiren iiberleben, stehen DNA—-Polymerasen zur Verfiigung, die thermostabil sind,
d.h. wihrend der Denaturierung der DNA nicht dauerhaft inaktiviert werden. Das am
weitesten verbreitete dieser Enzyme wurde aus Thermus aquaticus isoliert und daher
Taq genannt. Der Vorteil dieser Enzyme ist, dass man ein komplettes Reaktionsgemisch
aus DNA, Substraten und Tag—Polymerase herstellen kann, um dieses dann zyklisch und
vollautomatisch in einem sog. Thermocycler immer wieder einer Denaturierung, einer
Annealing- und einer Elongationphase zu unterziehen. Dabei behélt die Polymerase ihre
Aktivitdt und verdoppelt (theoretisch) mit jedem Zyklus (in den meisten Anwendungen 20
bis 35) die durch die Primer selektierte Zielsequenz. Dadurch ergibt sich ein exponentieller
Anstieg der Anzahl der gewiinschten DNA—Stiicke und damit die einfache Mdglichkeit

auch geringste DNA—Mengen zu vervielfaltigen.

2.4.1 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit fiir konventionelle PCR verwendeten Primer fiir das
Housekeeping—-Gen Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) sollten nur
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PCR~Produkt Th Sequenz

GAPDH-DNA 59 °C FP 5°-GGCAGCCCCTTCATACCCT-3
(73 bp) RP 5’-GAATTTGCCATGGGTGGAATC-3’
Mastermix
20x Reaktionspuffer Tris—-HCI, KCI, (NHy)2 SOy
MgCly 3 mmol/]
pH 8,7
Desoxyribonukleotid—Mischung dATP 400 mmol/1
dTTP 400 mmol/1
dGTP 400 mmol/1
dCTP 400 mmol/1
Taqg—Polymerase 5U0/ul

Tabelle 2.5: DNA-spezifische Primer fir die konventionelle PCR und Inhaltsstoffe des
verwendeten Mastermix

an genomische DNA binden kénnen, um eine Amplifikation von aus mRNA generierter
c¢DNA zu verhindern. Daher wurden die Primer (siche Tabelle 2.5) so gewéhlt, dass
sie eine Sequenz, bestehend aus dem Anfang des dritten Exons des GAPDH-Gens und
dem davorliegenden Intron, binden. Da Introns nach der Transkription durch Splicing
aus der mRNA entfernt werden, kénnen die hier verwendeten Primer auf einer cDNA—
Matrize nicht mehr zu einer exponentiellen Polymerase—Kettenreaktion fiihren. Die
Primer wurden durch die Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Sie wurden in
lyophilisierter Form geliefert, mit HoO nach Herstelleranweisung auf eine Konzentration
von 100 pumol/1 rekonstituiert und bei -20 °C gelagert. Zum Gebrauch wurden Aliquots

auf eine Konzentration von 25 pmol/1 verdiinnt.

2.4.2 Praktische Durchfiihrung

Fiir die konventionelle PCR wurde das Taq PCR Master Mix Kit (Quiagen, Hilden)
verwandt. Dieses enthélt einen zweifach konzentrierten Ready—to—use PCR-Mastermix
mit den in Tabelle 2.5 aufgefiihrten Inhaltsstoffen. Zur Durchfithrung der PCR wurde dieser
Mastermix mit Primern, HoO und einer DNA—-Probe wie folgt zu einem Reaktionsansatz

a 25 ul gemischt:
e 12,5 ul Taq PCR Master Mix
e je 0,5 ul Primer (25 pM)

e 2 ul DNA-L&sung
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e 95 ul HyO

Die Amplifikation wurde mit Hilfe eines TGRADIENT Thermocycler (Biometra, Gottingen)

nach folgendem Programm durchgefiihrt:

Initialzyklus Denaturierung 5 min 95 °C

Annealing 1 min 57 °C
Elongation 1 min 72°C
35 Zyklen Denaturierung 45s 95 °C
Annealing 30s 57°C
Elongation 30s T72°C
Abschluss Elongation 10 min 72 °C

Anschlieffend wurden die Proben entweder umgehend weiterverarbeitet oder bei -20 °C

aufbewahrt.

2.5 Agarose—Gelelektrophorese

Die Agarose—Gelelektrophorese dient zur Trennung und zum Nachweis von Nukleinséure-
fragmenten, beispielsweise den Produkten einer PCR. Dabei erfiillt das Agarosegel die
Funktion eines molekularen Siebs, durch das die DNA—Stiicke im elektrischen Feld je nach
Grofe unterschiedlich rasch wandern und dadurch rdumlich aufgetrennt werden. Nach
Anfarbung der DNA — meist mit Ethidiumbromid unter UV—-Licht — wird diese als
Bande sichtbar. Durch Vergleich mit einem bekannten Standard kann dann die ungeféhre
Grofse der wandernden Fragmente abgeschitzt und damit z.B. eine Erfolgskontrolle fiir
die PCR durchgefiihrt werden.

2.5.1 Praktische Durchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit sollten mittels Agarose—Gelelektrophorese PCR—Amplifikate
in einer Grofsenordnung von ca. 100 bp und von ca. 250-700 bp nachgewiesen werden.
Fiir lange DNA-Fragmente wurde als Agarose Roti®garose MEEO Ultra Qualitiit (Roth,
Karlsruhe) verwandt. Fiir kurze Amplicons wurde mit der Roti®garose High Resolution
(Roth, Karlsruhe) eine Agarose ausgewahlt, die besonders fiir geringe Fragmentlangen
gute Trenneigenschaften aufweist. Tabelle 2.6 auf der néchsten Seite listet alle benotigten
Reagenzien auf.

Zur Herstellung eines Agarosegels wurden 2 g respektive 4 g Agarose in 100 ml
Laufpuffer eingeriihrt, im Mikrowellenherd aufgekocht und unter Riihren langsam auf

60 °C abgekiihlt. Dann wurden 10 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt und homogen vermischt.
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Agarose (je nach Anwendung) Roti®garose MEEO Ultra Qualitiit 2%

Roti®garose High Resolution 4%
1x Laufpuffer TAE Tris 40 mmol/1
Acetat 20 mmol/1
EDTA 1 mmol/1
Ethidiumbromid (Merck) 1%
6x Auftragspuffer Tris-HC1 10 mmol/1
pH 7,6
EDTA 60 mmol/1
Bromphenolblau 0,03%
Xylencyanol 0,03%
Glycerin 60%
Standard GeneRuler™ 100 bp (Fermentas) 0,5 ug

Tabelle 2.6: Reagenzien fiir die Agarose—Gelelektrophorese

Anschliefsend wurde das heife Gel in einem horizontalen Gel-Gieftstand mit Kamm in
seine Gebrauchsform gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Kamm entfernt, das
Gel in eine horizontale Elektrophoresewanne (Sub-Cell GT DNA Electrophoresis Cell,
BioRad, Miinchen) eingelegt und mit Laufpuffer iiberschichtet. Die DNA-Proben und
der Standard a 15 ul wurden jeweils mit 3 pl 6x Auftragspuffer vermischt und auf das
Gel aufgebracht. Die Elektrophorese wurde bei 80 V {iber 1 h durchgefiihrt. Fertige Gele
wurden mit dem Molecular Imager Gel Doc XR Bilddokumentationssystem (BioRad,

Miinchen) ausgewertet.

2.6 Klonierung von PCR—-Produkten

In der vorliegenden Arbeit sollte die mRNA—Expression fiir die Gene RUNX1, RUNX3
und GAPDH mittels quantitativer PCR ermittelt werden. Um die Quantifizierung in
Kopienzahlen angeben zu kénnen, war es notwendig, fiir die zu untersuchenden mRNAs
jeweils eine Standardreihe mit bekannter Kopienzahl zu erstellen und bei jeder Messung
mitzubestimmen. Eine praktikable Methode, um die nétige Menge Standard—DNA zu
erhalten, ist die Herstellung eines Vektor—Plasmids, das die gewlinschte DNA-Sequenz ent-
hélt, und dessen massenhafte Vervielfaltigung mittels Escherichia coli. Dieser sogenannten

Klonierung liegt folgendes Prinzip zugrunde:

e Vervielfaltigung der gewiinschten DNA-Sequenz mittels PCR
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Einbau des PCR-Produkts (Insert) in ein Vektor-Plasmid

Einfiihrung (Transformation) des Plasmid—Insert—Konstrukts in E. coli

Kultivierung der Bakterien und Selektion eines erfolgreich transformierten Klons
e Kultivierung dieses Klons und massenhafte Vervielfaltigung des Plasmids
e Extraktion und Aufreinigung des Plasmids

Mit Kenntnis des Molekulargewichts des Plasmids kann nach photometrischer Bestimmung
des DNA—-Gehalts der gereinigten Plasmidlosung die Kopienzahl berechnet und eine

Verdiinnungsreihe hergestellt werden.

2.6.1 Durchfiihrung der Klonierung

Zur Klonierung der PCR—Produkte wurde das Topo TA Cloning® Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) und der chemisch-kompetente E. coli — Stamm DH5a verwandt. Die benétigten
Reagenzien sind in Tabelle 2.7 auf der néchsten Seite aufgefiihrt. Die zur Amplifikation
der gewiinschten DNA—-Sequenz benutzte Tag—Polymerase fiigt am 3'-Ende des PCR—-
Produkts einen einzelnen Desoxyadenosinrest an. Der verwendete TOPO—Vektor nutzt
diesen Umstand aus und tragt an beiden Enden seiner Insertionsstelle je einen 3'~Thymidin—
Uberhang zur Bindung des PCR-Produkts. Zusétzlich ist eine T1-Topoisomerase kovalent
an beide Thymidinreste gebunden. Nach Anlagerung des Inserts vollzieht dieses Enyzm
die Ligation, d.h. die kovalente Bindung an das Phophodiester—Riickgrat des Vektors,
und wird dabei selbst abgespalten. Das Vektor—Insert—Konstrukt wurde nach folgender
Arbeitsanleitung hergestellt:

e 2 ul PCR-Produkt und 1 ul Salzlésung mischen und mit HoO auf 5 pl auffiillen

e 1 pl pCR® 2.1-TOPO® Vektor hinzugeben und fiir 5 min bei Raumtemperatur

inkubieren
e Ligationsansatz bis zum néchsten Arbeitsschritt auf Eis lagern

Zur Transformation der chemisch-kompetenten FE. coli DH5a waren folgende Arbeits-

schritte notwendig:

e 2 ul Ligationsansatz zu 50 ul E. coli DH5a — Losung geben und durch vorsichtiges

Umschwenken mischen
e Inkubation auf Eis fir 15 min

e Hitze-Schock der Bakterien fiir 30 s bei 42 °C
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Vektor—Plasmid pCR® 2.1-TOPO® 10 ng/ul

Salzlésung f. chemisch-kompetente E. coli NaCl 1,2 mol/1
MgCl, 0,06 mol/1
S.0.C. — Medium Trypton 2%
Hefeextrakt 0,5%
KCl 2,5 mmol/1
NaCL, MgCly , MgSO4 10 mmol/1
Glucose 20 mmol/1
LB — Medium Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5%
NaCL 1%
X-Gal 40 mg/ml
Ampicillin 50 pg/ml

Tabelle 2.7: Reagenzien fir die Klonierung von PCR-Produkten

e sofortiges Abkiihlen auf Eis
e Zugabe von 250 ul S.0.C. — Medium

e Inkubation im Schiittler bei 200 rpm und 37 °C fiir 1 h

Zur Selektion erfolgreich transformierter E. coli wurden jeweils 20 pl Bakterienlosung frak-
tioniert auf ampicillin— und z-gal-haltigen LB—-Agarplatten ausgestrichen und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Das Prinzip der Selektion beruht auf einem Ampicillin—Resistenzgen
des verwendeten Vektors. Bakterienzellen, die das Plasmid aufgenommen haben, kénnen
auf den ampicillinhaltigen Nahrboden wachsen, alle anderen gehen zugrunde. Ferner
enthélt der TOPO—-Vektor ein Gen fiir f—Galaktosidase, das bei erfolgreicher Ligation des
Inserts zerstort wird. Daher konnen Bakterienzellen, die wie erwiinscht ein Plasmid—Insert—
Konstrukt aufgenommen haben, das chromogene Substrat X—Gal nicht verstoffwechseln
und verdndern ihre Farbe nicht. E. coli, die Plasmide ohne Insert aufgenommen haben,
konnen X-Gal (5-Bromo—4-—chloro-3-indoxyl-beta-D-galactopyranosid) verwerten, ver-
farben sich blau und kénnen dadurch ausgesondert werden. Die selektierten Einzelklone
wurden wiederum iiber Nacht in 5 ml LB — Medium kultiviert, um die nétige Vermehrung

der Plasmide zu erreichen.

2.6.2 Plasmidisolation

Die Plasmidisolation wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
nach folgender Arbeitsanleitung durchgefiihrt:

e Zentrifugation der Bakterienkultur bei 10000 g fiir 5 min
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e Verwerfen des Uberstands und Resuspension des Pellets mit mit 250 pl Puffer P1

e Zugabe von 250 ul Lysispuffer P2, vorsichtiges Mischen durch 6-maliges Umschwen-

ken

e Zugabe von 350 ul Puffer P3, Mischen durch 6-maliges Umschwenken und Zentrifu-
gation fiir 10 min bei 16000 g

e Abnehmen des Uberstands, Transfer auf eine QIAprep Zentrifugations-Saule und

Zentrifugation fiir 1 min bei 16000 g
e Waschen der Sdule mit 750 pul Waschpuffer PE

e Elution der Plasmide durch Zugabe von 50 ul HoO auf die Sdule, Inkubation fiir

1 min und anschlieffender Zentrifugation fiir 1 min bei 16000 g

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Plasmid-Lésungen bei -20 °C aufbewahrt.

2.7 Reverse Transkription

Reverse Transkription bedeutet in Umkehrung des Vorgangs der Transkription die Synthese
eines komplementidren DNA-Strangs (cDNA, complementary DNA) unter Benutzung
eines RNA-Strangs als Vorlage. In der Natur hat dieser Vorgang grofte Bedeutung bei
RNA-Viren wie HIV oder HTLV, deren Genom als RNA (jedoch nicht als mRNA) vorliegt
und zunéchst in DNA umgeschrieben werden muss, bevor die Replikationsmechanismen
der Wirtszelle genutzt werden kénnen. Dazu enthalten diese Viren das Enzym Reverse
Transkriptase (RT), auch als RNA-abhingige DNA-Polymerase bezeichnet.

Um in einer Zelle mittels PCR die Expression von mRNA messen zu kénnen, muss diese
zunéichst in cDNA umgeschrieben werden, da Tag—Polymerase nur DNA amplifizieren kann.
Die hierzu verwendete RT stammt ebenfalls aus RNA—Viren, im Falle der SuperScript 11
Reversen Transkriptase aus dem Moloney—Maus—Leukédmievirus (MMLV). Das Enzym
benétigt einen Primer zur Initiation der DNA—-Synthese. Hier kénnen genspezifische
Primer oder unspezifische wie Oligo—d(T)—Primer (als Komplementérstrang zum Poly—A—
Ende der mRNA) und Random Hexamere (sechs—Basenpaar—Oligonucleotide, die zuféllig

verteilt binden) zum Einsatz kommen.

2.7.1 Reagenzien

In der vorliegenden Studie wurden im Rahmen der Etablierung der Methoden zunéchst zwei
RT-Systeme miteinander verglichen: SuperScript™ IT Reverse Transkriptase (Invitrogen,

Karlsruhe) und MultiScribe™ Reverse Transkriptase (Applied Biosystems, Foster City,
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Primer Random Hexamers 100 mg/1

Desoxyribonukleotid—Mischung dATP 10 mmol/1
dTTP 10 mmol/1
dGTP 10 mmol/1
dCTP 10 mmol/1

5x Reaktionspuffer Tris-HCL 250 mmol/1
KCl 375 mmol/]
MgCly 15 mmol/1
pH 8.3

Dithiothreitol (DTT) 0,1 mol/1

RNAse Inhibitor RNAse OUT™ 40 U/ul

Reverse Transkriptase SuperScript™ 1T 200 U/ul

Tabelle 2.8: Reagenzien fiir SuperScript™ II Reverse Transkriptase

CA, USA). Tabelle 2.8 listet alle benttigten Reagenzien fiir die Reverse Transkription
mittels SuperScript™ II auf, Tabelle 2.9 auf der nichsten Seite fiir MultiScribe™.

2.7.2 Praktische Durchfiihrung

Fiir die beiden untersuchten RT—Systeme wurden die in Tabelle 2.10 auf der néchsten
Seite gezeigten Reagenzienansétze pipettiert.

Fiir SuperScript™ IT wurde folgendes Arbeitsprotokoll befolgt: Ansatz 1 wurde fiir 5 min
im Heizblock bei 65 °C inkubiert und dann sofort auf Eis gekiihlt, um die Bindung der
Random Hexamere an die RNA zu begiinstigen. Danach wurde Ansatz 2 ohne die Reverse
Transkriptase hinzugefiigt, gemischt und fiir 2 min bei 25 °C inkubiert. Nach Zugabe der
Reversen Transkriptase wurde der Ansatz erneut gemischt und im Thermocycler 10 min
bei 25 °C, 50 min bei 42 °C und 15 min bei 72 °C inkubiert. Die hieraus entstandenen
20 pl cDNA-Losung wurden dann mit HoO auf 100 pl verdiinnt und bis zum Gebrauch
bei -20 °C gelagert.

Fiir MultiScribe™ wurde folgendes Arbeitsprotokoll befolgt: Der Reaktionsansatz wurde
geméf Tabelle 2.10 auf der néchsten Seite pipettiert und danach im Thermocycler 10 min
bei 25 °C, 30 min bei 48 °C und 5 min bei 95 °C inkubiert. Bis zum Gebrauch wurden
die cDNA—-Proben bei -20 °C auftbewahrt.
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Primer

Desoxyribonukleotid—Mischung

10x TagMan™ puffer

MgC].Q
RNAse Inhibitor
Reverse Transkriptase

Random Hexamers
dATP
dTTP
dGTP
dCTP

Tris-HCL

KCl
pH

MultiScribe™

100 mg/1
10 mmol/1
10 mmol/1
10 mmol/1
10 mmol/1

100 mmol/1
500 mmol/1
8.3

25 mmol/1
20 U/ul
50 U/ul

Tabelle 2.9: Reagenzien fiir MultiScribe™ Reverse Transkriptase

SuperScript™ II MultiScribe™

Ansatz 1 Gesamtansatz

Random Hexamer 1 Wl Random Hexamer 5 ul
RNA 10 uI  RNA 10 ul
Desoxyribonucleotid-Mischung 1 ul  Desoxyribonucleotid—Mischung 20 ul
Ansatz 2 H,O 30 ul
5x Reaktionspuffer 4 pul  10x Reaktionspuffer 10 ul
DTT 2 ul MgCly 22 ul
RNAse-Inhibitor 1 ul  RNAse-Inhibitor 2 ul
SuperScript™ II 1l MultiScribe™ 1l
Endvolumen 20 ul  Endvolumen 100 wl

Tabelle 2.10: Reagenzienansdtze fiir beide RT-Systeme
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2.8 Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR)

Die konventionelle PCR erlaubt die nahezu beliebige Vervielféltigung auch geringster DNA—
Mengen und mittels Gelelektrophorese auch die semiquantitative Mengenbestimmung.
Uber den Umweg einer Reversen Transkription kann so auch semiquantitativ die mRNA—
Menge gemessen werden, die in einer gegebenen Probe enthalten ist. Dies erlaubt jedoch
nur eine mehr oder minder grobe Abschéatzung und erfordert fiir hohere Prézision eine
densitometrische Messung eines Elektrophoresegels. Genauer, aber nur mit geniigend
grofsen Materialmengen durchfithrbar, ist die Technik des Northern Blotting. Um exakte
Genexpressions—Messungen mit geringsten Mengen Ausgangsmaterial durchfithren zu
konnen, nutzt man eine Modifikation der PCR, die sogenannte Quantitative Echtzeit—-PCR.
Diese basiert auf dem Prinzip, wihrend eines PCR-Laufs den exponentiellen Anstieg des
Amplifikates kontinuierlich mitzuverfolgen, um dann aus den beobachteten Werten zu

extrapolieren, welche Menge Ausgangsmaterial vorhanden gewesen sein muss.

2.8.1 Methodische Grundlagen

Um die Vervielfaltigung der DNA wéahrend des Thermocyclings ohne Unterbrechung
messen zu konnen, nutzt man meist Fluoreszenzfarbstoffe, deren Intensitit fluorome-
trisch gemessen und automatisch aufgezeichnet wird. Bei der in dieser Arbeit ange-
wandten TaqMan® PCR werden Fluorochrome eingesetzt, die den sogenannten FRET
(Forster /Fluoreszenz—Resonanz—Energie-Transfer) nutzen: Bei bestimmten Fluoreszenz-
farbstoff-Paaren, dann Donor—Akzeptor—Paare genannt, wird beobachtet, dass bei unmit-
telbarer raumlicher Ndhe (wenige Nanometer) der beiden Fluorochrome der Donor nach
Anregung durch eingestrahltes Licht passender Wellenldnge die erhaltene Energie nicht
als Fluoreszenz abgibt. Stattdessen wird diese strahlungsfrei (als Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkung) auf den Akzeptorfarbstoff iibertragen wird. Dieser wiederum gibt die erhaltene
Energie als Fluoreszenz bei seiner charakteristischen Wellenlénge ab. Entfernen sich Donor
und Akzeptor zu weit voneinander, bricht die Energieiibertragung ab und der Donor gibt
die Anregungsenergie nun selbst bei seiner spezifischen Fluoreszenzwellenlinge ab. Dieser
Wechsel von Akzeptorfluoreszenz zu Donorfluoreszenz kann detektiert werden und stellt
ein Maf fiir die rdumliche Entfernung der beiden Fluorochrome dar.

Bei der TagMan® PCR wird neben den iiblichen PCR-Primern ein Sonden—Oligo-
nucleotid eingesetzt, welches auf dem DNA-Strang zwischen den beiden Primern bindet.
Diese Sonde trigt am 5-Ende einen Donor—Farbstoff (auch ,Reporter genannt, hier
FAM, 6—Carbofluorescein) und am 3’-Ende einen Akzeptor—Farbstoff (,Quencher®, hier
TAMRA, 6-Carboxy—Tetramethyl-Rhodamin). Ist die Sonde in Losung und nicht an die
DNA gebunden, bewirkt der der Quencher—Farbstoff {iber den FRET eine Unterdriickung

der Reporter—Fluoreszenz und gibt stattdessen Fluoreszenzlicht der eigenen Wellenlénge
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ab. Bindet die Sonde wihrend eines PCR—Zyklus an ihre Komplementéarsequenz, so wird
sie von der Tagq—Polymerase, die auch eine Exonucleaseaktivitat besitzt, wihrend der
Elongation am 5'-Ende beginnend abgebaut. Hierdurch wird der Reporterfarbstoff von der
restlichen Sonde abgetrennt, die rdumliche Entfernung zum Quencher steigt zu stark und
der FRET kann nicht aufrechterhalten werden. Es kommt zum Absinken der Quencher—
Fluoreszenz und zum Ansteigen der Reporter—Fluoreszenz, was spektrophotometrisch
erfasst wird.

Zu Beginn eines QRT-PCR-Laufes unterschreitet der Anstieg der Reporterfluoreszenz
aufgrund zu geringer Mengen DNA zunéchst die Messempfindlichkeit des Spektrophoto-
meters. Sobald diese ausreicht, kann eine Phase des exponentiellen Anstiegs beobachtet
werden, in der die PCR im Reaktionsoptimum verlduft. Im weiteren Verlauf werden
Substrate mehr und mehr aufgebraucht und die Polymerase verliert an Aktivitdt, was zur
einer Abnahme des Anstiegs und in eine Plateauphase fiihrt. Diese gemessene Reporter—
Fluoreszenz wird gespeichert und in einer Kurve gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Zur
Angabe eines Messwertes wihlt man nun willkiirlich einen Fluoreszenz—Schwellenwert
(meist die 10-fache Standardabweichung tiber der Hintergrundfluoreszenz), ab dem die
Fluoreszenz als ,positiv¢ gewertet wird. Die zugehorige Zyklenzahl wird als Ct — Wert
(Threshold Cycle) bezeichnet und ldsst nun Vergleiche zwischen allen beim gleichen
Fluoreszenz—Schwellenwert gemessenen Proben zu. Je niedriger der Ct — Wert, umso
grofer war die ursriinglich in der untersuchten Probe enthaltene Menge Zielsequenz, da
weniger PCR-Zyklen durchlaufen werden mussten, um den Fluoreszenz—Schwellenwert zu

erreichen.

2.8.2 Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Messergebnisse nach der Standard—Verdiinnungs—Methode unter
Angabe von Kopienzahlen wurden Plasmid—Verdiinnungsreihen der jeweils untersuchten
DNA-Sequenzen hergestellt. Nach der Klonierung des jeweiligen PCR-Produkts (siche Ab-
schnitt 2.6 auf Seite 34) wurde die DNA-Konzentration der Plasmidlosung photometrisch
bestimmt (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg). Mit Kenntnis des Molekulargewichts
des Vektor-Insert—Konstrukts konnte die Kopienzahl berechnet und eine Verdiinnungs-
reihe bekannter Kopienzahlen erstellt werden. Wird bei der Messung der mRNA eines
Zielgens auch die entsprechende Verdiinnungsreihe mitbestimmt, kann aus diesen Ct —
Werten und den bekannten Kopienzahlen eine Standardkurve konstruiert werden. Durch
Projektion der fiir die unbekannten Proben ermittelten Ct — Werte auf die Standardkurve
kann so die jeweilige Kopienzahl ermittelt werden.

Da methodisch bedingt jeweils unterschiedliche Materialmengen untersucht werden, sind
die ermittelten Kopienzahlen fiir RUNX1 und RUNXS3 in verschiedenen Materialproben
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PCR—-Produkt T Sequenz
GAPDH (73 bp) 58 °C FP 5°-GGGAAGCTTGTCATCAATGGA-3?
RP 5’°-CGCCCCACTTGATTTTGG-3’
PR 5°-ATCCCATCACCATCTTCCAGGAGCG-3’
RUNX1 (81 bp) 58 °C FP 5’-CTCAGCCTCAGAGTCAGATGCA-3’
RP 5°-GGTATTGGTAGGACTGATCGTAGGA-3’
PR 5’-ACAAGGCAGATCCAACCATCCCCAC-3?
RUNX3 (75 bp) 58 °C FP 5°-GCCGTCTCATCCCATACTTCTG-3’
RP 5’°-TAGCTGGAGACAGTGAGGTCCTT-3’
PR 5’-AGCCTCCTGCCACCCCCCC-3?

Tabelle 2.11: Primer und Probes fir die quantitative RT-PCR

zunéchst nicht vergleichbar. Daher wurde zusétzlich fiir jede Probe die enthaltene Menge
GAPDH-mRNA bestimmt. Da es sich um ein sog. Housekeeping—Gen handelt, das fiir
jede Zelle essentielle Grundfunktionen erfiillt, kann man nidherungsweise davon ausgehen,
dass es in jeder Probe gleich stark exprimiert wird. Daher eignet es sich als Maf fir
die eingesetzte Materialmenge und damit zur Normalisierung der Messwerte fiir die
zu untersuchenden Zielgene. In dieser Arbeit wurden alle fiir RUNX1/3 ermittelten
Kopienzahlen auf 10* Kopien GAPDH-mRNA der jeweiligen Probe bezogen.

2.8.3 Primer und Probes

Die verwendeten Primer und Probes wurden mit Hilfe der Software Primer Express™
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) designed und durch die Firma MWG Biotech
(Ebersberg) synthetisiert. In Tabelle 2.11 sind alle Sequenzen aufgefiihrt. Die Primer
wurden in lyophilisierter Form geliefert, mit HoO nach Herstelleranweisung auf eine
Konzentration von 100 pmol/1 rekonstituiert und bei -20 °C gelagert. Zum Gebrauch
wurden Aliquots auf eine Konzentration von 25 pmol/l verdiinnt. Die Probes wurden auf
eine Gebrauchskonzentration von 10 pmol/l verdiinnt und bei -20 °C in lichtgeschiitzten

Behaltern gelagert.

2.8.4 Praktische Durchfiihrung

Fiir die quantitative TagMan® PCR wurde der gebrauchsfertige Absolute™ QPCR ROX
Mix (ABgene, Hamburg) eingesetzt. Dieser Mastermix unterscheidet sich von herkémmli-
chen Reagenzien fiir die konventionelle PCR hauptséchlich durch den enthaltenen Farbstoff
ROX (6-Carboxy-X-rhodamin), der als passiver Referenzfarbstoff dient. Aukerdem ist die
enthaltene DNA—Polymerase Hot—Start—modifiziert, d.h. liegt zunéchst inaktiv vor und

wird erst durch Inkubation fiir 15 min bei 95 °C aktiviert. Dadurch kann die unspezifische
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Elongation bei Raumtemperatur vermieden werden. Zur Durchfiihrung der PCR wurde
dieser Mastermix mit Primern, Probe, HoO und einer cDNA-Probe wie folgt zu einem

Reaktionsansatz a 25 pl gemischt:
e 12,5 ul Absolute™ QPCR ROX Mix
e je 0,5 ul Primer (25 pM)
e 0,5 ul Probe (10 pM)
e 5 ul cDNA-Lésung
e 6 ul H,O

Um Kontaminationen jeglicher Art zu vermeiden, wurden sdmtliche Arbeitsschritte
in einer exklusiv hierfiir genutzten Sterilbank mit eigenen Arbeitsgerdten vollzogen.
Einweghandschuhe wurden regelméfiig gewechselt, alle Plastikwaren und Reagenzien
wurden erst unmittelbar vor Benutzung der Herstellerverpackung entnommen und alle
verwendeten Pipettenspitzen verfiigten iiber Aerosolfilter.

Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe eines ABI PRISM® 7700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) nach folgendem Temperaturprofil:

Initialzyklus Inkubation 2 min 50 °C
Aktivierung 15 min 95 °C
40 Zyklen Denaturierung 15s 95°C
Annealing 20s 58 °C
Elongation 30s T72°C

Die Aufzeichnung und Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der ABI PRISM®
Sequence Detection Software Version 1.9.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.9 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine verbreitete Methode zum Nachweis spezifischer molekularer
Strukturen auf histologischen Gewebeschnitten. Voraussetzung ist, dass die nachzuweisen-
den Strukturen — in der Regel Proteine — antigen wirksam sind und in Versuchstieren wie
Mé&usen oder Kaninchen die Antikérperproduktion induzieren kénnen. Diese Antikorper
kénnen dem Tier in dessen Serum entnommen, aufgereinigt und mit den gesuchten Ziel-
strukturen auf dem histologischen Schnitt zur Reaktion gebracht werden. Nach erfolgter

spezifischer Bindung kann der Antikérper und mit ihm seine spezifische Zielstruktur
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detektiert werden, sofern der Antikorper in geeigneter Weise markiert wurde. Entspre-
chende Marker diirfen die Bindungseigenschaften des Antikérpers nicht beeinflussen und
miissen einfach zu detektieren sein. Haufige Anwendung finden enzymatische Systeme,
die ein chromogenes Substrat umsetzen und daher unter dem Mikroskop eine charakteris-
tische Farbénderung beobachten lassen. Aus wirtschaftlichen und praktischen Griinden
werden in der Regel nicht die zur Detektion der Zielstruktur genutzten Antikoérper (Pri-
mérantikorper) direkt markiert. Stattdessen nutzt man Sekundérantikorper, die gegen die
Primérantikorper gerichtet sind, als Trager der Markersubstanz. Da derartige Sekundéran-
tikdrper in der Regel gegen eine ganze Antikorperklasse einer Wirtstierspezies gerichtet
sind, lassen sie sich universell einsetzen und sind entsprechend wirtschaftlicher zu produ-
zieren. Auferdem konnen mehrere verschiedene Sekundérantikérper mit unterschiedlichen
Markern ausprobiert werden, um optimale Ergebnisse zu erhalten.

Da mit sehr geringen Stoffmengen gearbeitet wird, miissen Mafsnahmen zur Signalver-
starkung ergriffen werden, um unter dem Mikroskop eine sichtbare Markierung erkennen
zu kénnen. Werden enzymatische Farbreaktionen genutzt, kann durch entsprechende
Inkubationsdauer eine deutliche Verstirkung des Signals erzielt werden. Haufig werden
biotinylierte Sekundérantikorper genutzt, an die dann mit Avidin konjugierte Marker-
systeme gebunden werden. Dies eréffnet eine weitere Moglichkeit zur Signalverstarkung
nach der sogenannten ABC-Methode (Avidin-Biotin—Complex): Aus avidin—konjugiertem
Enyzm und Biotin wird ein hochmolekularer Komplex gebildet, der dann auf dem zu
untersuchenden histologischen Schnitt mit dem bereits gebundenen, biotinylierten Sekun-
dérantikorper inkubiert wird. Dadurch wird mit dem ABC eine grofe Menge Enzym pro

Antikorper gebunden und die Markerreaktion 1auft entsprechend verstérkt ab.

2.9.1 Reagenzien und Methoden

Es wurden polyklonale Kaninchen—anti-human—-RUNX1-Antikorper bzw. Kaninchen—
anti-human—-RUNX3-Antikorper als Primérantikorper benutzt [87]. Als Nachweisreaktion
wurde die ABC-Methode in Verbindung mit Horse-Radish—Peroxidase (HRP) gewahlt.
Sekundérantikorper war der im VECTASTAIN ABC Kit (Vector, Burlingame, CA, USA)
enthaltene biotinylierte Ziege—anti—-Kaninchen—IgG—Antikorper. Tabelle 2.12 auf der
néchsten Seite listet alle bendtigten Reagenzien und Kit—Inhalte auf.

Antikorper kénnen manchmal durch Wasserstoffbriickenbindungen unspezifisch an
Gewebestrukturen gebunden werden. Um diese moglichen Bindungsstellen zuvor mit
Proteinen abzuséattigen, inkubiert man das zu untersuchende Gewebe mit Serum. Wahlt
man dieses als Serum der Spezies, aus der auch der Sekundirantikorper stammt, ist
sichergestellt, dass der Sekundéarantikorper keines der Blocking—Proteine als Zielstruk-

tur erkennt. Bei Verwendung von Peroxidase-Nachweisreaktionen muss die eventuell
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Primérantikorper—Puffer ~Phosphate-Buffered—Saline (PBS)

pH 7,4
Triton X-100 0,1%
Normal-Ziegenserum 3%
Sekundérantikorper-Kit ~ VECTASTAIN ABC Kit (Rabbit IgG):
Blocking—Serum Ziege 3%
Sekundarantikorper 1%

Avidin DH Lésung
HRP biotinyliert
chromogenes Substrat DAB Substrate Kit (Vector):
Pufferlosung
DAB-Lésung
HgOg*Lésung
Gegenfarbung Héamalaun nach Mayer (Merck)
Blocking-Losungen Ho0O9-Losung 5%
Normal-Ziegenserum 3%
Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector):
Avidin D-Lésung
Biotin-Losung

Waschpuffer Tris—Puffer: 1000 ml
Trizma Base (Fluka) 6,05 g
NaCl 9g
pH 7,6

Eindeckmedium VectaMount Permanent Mounting Medium

Tabelle 2.12: Reagenzien fiir die immunhistochemische Fdarbung von Paraffin—Schnitten
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vorhandene endogene Peroxidaseaktivitdt des untersuchten Gewebes blockiert werden.
Dies geschieht durch Inkubation mit Wasserstoffperoxidlésung. Aufierdem kann Gewebe
manchmal — beispielsweise iiber endogenes Biotin oder Biotinrezeptoren — Avidin und
Biotin binden. Da dies bei spéterer Zugabe des biotinylierten Sekundérantikérpers oder
des avidin—konjugierten Enzyms zu unerwiinschten Farbungen fithren wiirde, miissen
diese Bindungsstellen ebenfalls abgesattigt werden. Da Avidin vier hochaffine Bindungs-
stellen fiir Biotin besitzt, Biotin aber nur an ein Avidinmolekiil binden kann, muss dem
Gewebe zuerst eine Avidin—Losung zugesetzt werden. Nachdem diese endogenes Bio-
tin geblockt hat, konnen alle endogenen und durch das zugesetzte Avidin entstandene

Biotin—Bindungsstellen mit Biotin—Losung geblockt werden.

2.9.2 Praktische Durchfiihrung

Wiéhrend der teilweise lang andauernden Inkubationsphasen diirfen die mit den jeweiligen
Losungen benetzten Schnitte nicht austrocknen. Daher empfiehlt sich die Verwendung einer
Inkubationskammer, die leicht aus einem Gefaf mit Deckel, welches mit feuchten Papier-
tiichern ausgelegt wurde, hergestellt werden kann. Um nicht den gesamten Objekttrager
mit den teilweise recht kostspieligen Gebrauchslosungen bedecken zu miissen, konnen die
Gewebestiicke mit einem Fettstift umrandet werden. Durch diese hydrophobe Barriere
geniigen oft 100-200 ul Gebrauchslosung zum vollstandigen Benetzen des gewiinschten
Gewebes. Die fiir die Avidin—Biotin—Enzymkomplex und die Peroxidase-Reaktion néti-
gen Gebrauchslosungen wurden unmittelbar vor Benutzung nach den Herstellerangaben

hergestellt.

e Entparaffinierung der Gewebeschnitte (siehe Abschnitt 2.2.1 auf Seite 27)

e Waschen (in Waschpuffer fiir 3 x 1 min)

e Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitat mit HoOo—Losung 5% fiir 10 min
e Waschen

e Biotin—Block mit Avidin—Loésung fiir 15 min, danach kurzes Abspiilen mit Wasch-

puffer

e Avidin—Block mit Biotin—Losung fiir 15 min, danach kurzes Abspiilen mit Wasch-

puffer

e Blocken unspezifischer Bindungen mit Normal-Ziegenserum fiir 30 min, danach
lediglich Abschiitteln der Blocking—Losung
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e Inkubation mit Primérantikorper bei Raumtemperatur fiir 60 min, Verdiinnungs-
faktor 1:100 fiir anti-RUNX1 und 1:1000 fiir anti-RUNX3 in Verdiinnungslésung

mit Blocking—Serum
e Waschen
e Inkubation mit Sekundéirantikérper bei Raumtemperatur fiir 30 min
e Waschen
e Inkubation mit ABC-Reagenz bei Raumtemperatur fiir 30 min
e Waschen

e Inkubation mit DAB-Losung bei Raumtemperatur bis zur Entwicklung einer hinrei-

chenden Féarbung (ca. 2-5 min)
e Waschen
e Gegenfarbung mit Hamalaun fiir ca. 1 min
e Spiilen in Leitungswasser
e Entwisserung mit ansteigender Alkoholreihe (siehe Abschnitt 2.2.1 auf Seite 27)

e Eindecken mit Eindeckmedium

2.10 Statistik und Abbildungen

Sofern nicht im Text anders angegeben, wurden Patientengruppen mittels des Mann—
Whitney — Rank—Sum—Tests verglichen, um statistisch signifikante Unterschiede festzu-
stellen. Das Signifikanzniveau wurde auf 5% (P < 0,05) festgelegt. Messungen wurden
wurden — sofern nicht anders vermerkt — mindestens dreifach durchgefiihrt und die
Mittelwerte fiir weitere Berechnungen herangezogen. In den Box-Plots entsprechen die
Boxen dem Median bzw. der 25./75. Perzentile, die Whiskers der 10./90. Perzentile und
die gefiillten Kreise der 5./95. Perzentile.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der quantitativen PCR aus Mikrodissektaten

Genexpressionsanalysen mit Hilfe quantitativer PCR sind seit der ersten Echtzeitbeobach-
tung der Kinetik einer Polymerase-Kettenreaktion durch Higuchi et al. 1992 [54] zu einem
weit verbreiteten Routinewerkzeug der Labordiagnostik geworden. Ausschlaggebend dafiir
ist sicherlich auch die Verfiigbarkeit kommerzieller Kits und Assays, die diese Methode ein-
fach und in grofem Mafstab anwendbar machen. In der Routinediagnostik werden jedoch
zum iiberwiegenden Teil Gewebe untersucht, die in ausreichender Menge und Qualitét
vorliegen. Sollen hingegen Genexpressionsanalysen in formalinfixierten und paraffineinge-
betten Zellen, die mittels Mikrodissektion gewonnen wurden, durchgefiihrt werden, so
stofsen kommerzielle Kits an ihre Grenzen. Ein Hauptproblem ist dabei die Fragmentierung
der Nukleinsduren durch den Fixierungs- und Einbettungsprozess, dem die Gewebeproben
unterzogen werden. So ist die Auswahl moglicher Primer und Probes durch die maximal
mogliche Ampliconldnge von ca. 100-300 bp eingeschrankt [86, 146]. Auferdem sind viele
kommerzielle RNA-Extraktions—Kits nicht fiir sehr kurze Fragmentlingen konzipiert.
Probleme kénnen auch Methoden wie DNAse—Verdau oder Reverse Transkription berei-
ten: Bei den duferst geringen Materialmengen, die durch die Mikrodissektion gewonnen
werden, ist nicht sichergestellt, dass diese notwendigen Arbeitsschritte keine negativen
Auswirkungen auf die teils sehr aufwendig isolierte RNA haben. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit war es daher notwendig, den Einfluss eines DNAse—Verdaus auf die
verwendeten RNA—Proben zu untersuchen. Auferdem sollten die aus den Mikrodissektaten
gewonnenen Kleinstmengen RNA natiirlich moéglichst effizient in cDNA umgeschrieben
werden, damit zuverlédssigere Ergebnisse aus den Experimenten abgeleitet werden konnen.
Daher wurden auferdem zwei verbreitete Reverse-Transkriptions—Systeme beziiglich ihrer

Effizienz evaluiert.

3.1.1 Auswirkungen des DNAse—Verdaus auf die RNA—-Qualitat

Bei der Extraktion der RNA aus den Gewebeproben werden im Regelfall auch geringe
Mengen genomische DNA aufgereinigt, welche iiber die Reverse Transkription hinaus
erhalten bleiben. Mit der quantitativen PCR soll aber nur cDNA gemessen werden, um

eine Aussage iiber die urspriinglich in den Proben enthaltene Menge mRNA treffen zu

48



konnen. Um dies zu erreichen und Verfilschungen durch die zusétzliche genomische DNA
zu vermeiden, miissen Methoden zum Einsatz kommen, die eine Amplifikation der cDNA
ohne gleichzeitige Amplifikation der genomischen DNA erméglichen.

Eine praktikable Moglichkeit ist, Primerpaare zu verwenden, die die Exongrenzen der
mRNA iiberspannen, d.h. deren Amplicon aus dem Ende eines Exons und dem Anfang
des folgenden Exons bestehen. Aus der genomischen DNA transkribierte Introns werden
durch Splicing aus der mRNA entfernt. Daher ist das Amplicon in der mRNA bzw.
c¢DNA deutlich kiirzer als das Amplicon der korrespondierenden genomischen DNA. DNA-
Polymerasen besitzen bei PCR—Bedingungen iiblicherweise eine Aktivitdt von einigen
tausend verkniipften Basen pro Minute. Ist diese Aktivitdt bekannt, ist es zur selektiven
Amplifikation der cDNA ausreichend, die Zykluszeiten fiir die Elongationsphase der
quantitativen PCR so kurz zu wahlen, dass ausschlieklich die kiirzeren cDNA—Amplicons
von der Tagq—Polymerase exponentiell repliziert werden konnen, nicht jedoch die langen
DNA-Amplicons.

Eine weitere Moglichkeit zur Elimination der DNA—Verunreinigung ist der DN Ase—
Verdau der frisch aufgereinigten RNA—Proben. Das Enzym DNAse spaltet selektiv DNA—
Strange und lasst RNA intakt. Dadurch kann die genomische DNA vor der Reversen
Transkription aus der RNA—-Probe entfernt werden. Wichtig ist dabei, dass die DN Ase—
Aktivitdt entweder durch eine Phenol-Chloroform—Extraktion oder durch Hitzeinaktivie-
rung vollstdndig aus der RNA—Probe entfernt werden kann. Bleibt eine Restaktivitdt bis
zur Reversen Transkription erhalten, droht die Gefahr der unerwiinschten Degradation
der cDNA.

In dieser Arbeit wurden die Primer fiir die quantitative PCR von GAPDH und RUNX1
so gewahlt, dass Exongrenzen {iberspannt werden. Dies war aufgrund ungeeigneter Se-
quenzen fiir die RUNX3-Primer nicht moglich, daher wurde auf den DNAse—Verdau
der RNA—Proben zuriickgegriffen. Hierfiir wurde eine DNAse (DNAse I, Amplification
Grade, Invitrogen, Karlsruhe) ausgewihlt, deren Aktivitat durch Hitzeinaktivierung aus
den Reaktionsansitzen entfernt werden kann und deren Pufferreagenzien nicht stérend
auf nachfolgende PCR—-Reaktionen wirken. So konnte eine erneute Phenol-Chloroform—
Extraktion und der damit verbundene Materialverlust vermieden werden. Im Folgenden
wurden die Auswirkungen des zusitzlichen Arbeitsschritts auf die quantitative Bestim-

mung der cDNA untersucht.

Ermittlung der optimalen DNAse—-Inkubationszeit

Die Dauer des DNAse—Verdaus kann fiir die Qualitdt der RNA—-Proben mafgebend sein:
Einerseits soll sichergestellt werden, dass genomische DNA mdglichst vollstéandig eliminiert

wird, andererseits fiihren zu lange Inkubationszeiten moglicherwiese zu unspezifischem
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Abbildung 3.1: Agarosegel-FElektrophorese dreier RNA-Proben nach DNA-GAPDH-PCR
und verschieden langem DNAse—Verdau; Magenkarzinom—Zelllinie AGS und 2 zufillig aus-
gewdhlte Patientenproben

Verdau und Hydrolyse der RNA. Im Folgenden sollte also ermittelt werden, welche
Inkubationszeit ausreicht, um die genomische DNA weitestgehend abzubauen, ohne
gleichzeitig die RNA anzugreifen.

Zunédchst wurde RNA aus Zellen der Magenkarzinom—Zelllinie AGS und aus paraffin-
eingebetteten histologischen Schnitten des Magens zweier zuféllig ausgewahlter Patienten
isoliert. Diese Proben wurden dann direkt in cDNA transkribiert oder zuvor fiir 15, 30, 60
oder 120 min mit DNAse inkubiert. Um zu ermitteln, welche Inkubationsdauer ausreicht,
genomische DNA zu eliminieren, wurden die Proben nun mittels konventioneller PCR
und Agarose—Gelelektrophorese auf das Vorhandensein von genomischer GAPDH-DNA
untersucht. Abbildung 3.1 zeigt, dass bei der vom Hersteller empfohlenen Inkubation
von 15 min Dauer genomische DNA weiterhin problemlos nachweisbar ist. Erst nach
30 min ist diese weitestgehend abgebaut, eine lingere Inkubation fiihrt zu keiner weiteren
Anderung.

Zum Nachweis eines moglichen negativen Einflusses einer zu langen DNAse—-Inkubation
auf die RNA—Proben wurde nach dem Verdau deren GAPDH-mRNA—-Gehalt mit Hil-
fe von quantitativer PCR bestimmt. Abbildung 3.2 auf der néchsten Seite zeigt die
benotigten Zyklenzahlen zum Erreichen der Nachweisschwelle fiir jede der drei Pro-
ben in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer. Insbesondere bei den Patientenproben,
deren mRNA-Konzentration geringer ist, ldsst sich kein negativer Einfluss der DN Ase—
Inkubation erkennen. Auch langandauernder Verdau bis 120 min hat im Rahmen des
Standardfehlers keine signifikant negativen Auswirkungen auf die Menge der mRNA. Fiir
alle weiteren Experimente wurde daher eine DNAse-Inkubation iiber 30 min als optimale

Kombination aus Effizienz und Schonung des wertvollen Probenmaterials gewéhlt.
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Abbildung 3.2: Verschiedene DNAse—Verdau—Zeiten dreier RNA—Proben: Magenkarzinom—
Zelllinie AGS und 2 zufillig ausgewdhlte Patientenproben (jeweils Mittelwert aus 3 Bestim-
mungen mit Standardfehler)

Einfluss des DNAse—Verdaus auf die quantitative Bestimmung in Abhingigkeit der
eingesetzten RNA—-Menge

Um den Einfluss des DN Ase—Verdaus auf geringe RNA-Mengen, wie sie bei der Extraktion
aus Mikrodissektaten zu erwarten sind, zu untersuchen, wurde aus Zelllinien (KATO III)
gewonnene RNA in einer Verdiinnungsreihe von 1:1 bis 1:1.000.000 verdiinnt. Ein Teil
wurde direkt in ¢cDNA transkribiert, wahrend ein anderer zuvor mit DNAse behandelt
wurde. Dann wurde die cDNA fiir GAPDH mittels quantitativer PCR amplifiziert und die
bendétigten Zyklen fiir verdaute und unverdaute Proben miteinander verglichen. Da die
Primer fiir GAPDH Exongrenzen iiberspannen, kann man davon ausgehen, dass etwaige
beobachtete Unterschiede zwischen verdauten und unverdauten Proben nicht auf die
mogliche Koamplifikation von genomischer DNA zuriickzufiihren sind, sondern Ausdruck
methodischer Einfliisse des DNAse—Verdaus auf die RNA-Proben sind (beispielsweise
unspezifischer Verdau von RNA durch DNAse). Abbildung 3.3 auf der nichsten Seite zeigt
einen nahezu identischen Verlauf der quantitativen PCR fiir verdaute und unverdaute
RNA-Proben iiber den gesamten Verdiinnungsbereich. Die Abweichungen zwischen beiden
Gruppen bewegen sich in einem Bereich zwischen 0,1 und 1,1 Zyklen bei Standardfehlern
von 0,1 bis 0,75 Zyklen. Daher kann man davon ausgehen, dass der DNAse—Verdau keinen
signifikanten Einfluss auf die RNA—Proben hat.
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Abbildung 3.3: DNAse—Verdau von RNA—Proben unterschiedlicher Verdinnung aus der
Magenkarzinom—Zellinie KATO III (jeweils Mittelwert aus 4 Bestimmungen mit Standard-
fehler)

3.1.2 Vergleich zweier Reverse Transkriptions—Systeme

Da aus Mikrodissektaten nur dufserst geringe Mengen RNA extrahiert werden kénnen,
gleichzeitig aber moglichst viele verschiedene Gene in mehreren Versuchswiederholungen
untersucht werden sollen, muss die Probenaufbereitung (wie z.B. der DNAse—Verdau)
und die Weiterverarbeitung sparsam und effizient mit dem verfiigharen Material umge-
hen. Daher wurden fiir diese Studie zwei verbreitete Reverse Transkriptions—Systeme
hinsichtlich ihrer Effizienz bei geringen RNA-Mengen untersucht: SuperScript™ IT der
Firma Invitrogen (Karlsruhe) und MultiScribe™ der Firma Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA).

Hierzu wurden von 8 zufillig ausgewéhlten Patientenproben Mikrodissektionen des
Magenepithels angefertigt und die RNA wie beschrieben extrahiert. Mit diesen RNA—
Proben wurden dann die im Abschnitt 2.7 auf Seite 37 beschriebenen Arbeitsschritte zur
Reversen Transkription vollzogen. Die resultierenden cDNA—Proben wurden dann mittels
quantitativer PCR vermessen. Um unnotige Variablen auszuschlieffen, wurden hierfiir
die Primer fiir GAPDH gewahlt, da diese Exongrenzen iiberspannen und daher keinen
DNAse—Verdau benétigen. Abbildung 3.4 auf der néichsten Seite zeigt, dass bei Reverser
Transkription mittels SuperScript™ IT Reverser Transkriptase im Mittel 5,1 PCR-Zyklen

weniger zum Erreichen derselben Nachweisgrenze erforderlich sind wie bei Einsatz von
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Abbildung 3.4: Reverse Transkription von RNA—-Proben mit zwei verschiedenen RT-
Systemen; 8 zufdllig ausgewdhlte Patientenproben wurden untersucht (jeweils Mittelwert
aus 3 Bestimmungen mit Standardfehler)

MultiScribe™ RT, d.h. SuperScript™ IT deutlich effizienter arbeitet. Daher wurde diese

Reverse Transkriptase fiir alle weiteren Experimente benutzt.

3.2 Quantitative Bestimmung der RUNX3—-Expression in der

Magenmucosa

3.2.1 Patientenkollektiv, Auswahlkriterien und histologische Evaluation

Zur Untersuchung der RUNX3-mRNA-Expression in der Magenschleimhaut wurde ein
Kollektiv aus 105 Patienten rekrutiert: Als gesunde Kontrollgruppe (N) wurden 24
Patienten ausgewahlt, die endoskopisch und histologisch keine Auffalligkeiten der Magen-
schleimhaut zeigten. Weiterhin wurden je 10 Patienten mit der Diagnose einer Gastritis
mit geringer (L0/L1) beziehungsweise starker (L2/L3) lymphozytéarer Infiltration der
Mucosa untersucht. Hinzu kamen 25 Patienten, die zusatzlich zur Gastritis die feinge-
weblichen Verdnderungen Atrophie oder intestinale Metaplasie zeigten (AT /IM). Zur
Beurteilung der RUNX3—Expression in maligne entartetem Gewebe wurden aukerdem 36
Patienten mit Magenkarzinomen vom intestinalen Typ rekrutiert (CA).

Patienten, die nichtsteroidale Antiphlogistika einnahmen oder unter antisekretorischer
Therapie mittels Protonenpumpen-Inhibitoren oder Ho—Rezeptor-Antagonisten standen,
wurden ausgeschlossen. Karzinompatienten unter neoadjuvanter Chemotherapie wurden

ebenfalls ausgeschlossen. Um die Zahl der Variablen klein zu halten, wurden ausschlielich

93



Patienten mit positivem H. pylori—Befund untersucht — ausgenommen die Patienten, bei
denen keine Magen-Pathologie nachgewiesen werden konnte und die daher als gesundes
Kontrollkollektiv herangezogen wurden. Die Gewebeproben wurden zur histologischen
Evaluation formalinfixiert und in Paraffin eingebettet. Aus diesem Material wurde dann
mittels quantitativer PCR der RUNX3-mRNA—-Gehalt der Magenschleimhaut aller Pati-
enten bestimmt. Des Weiteren wurde wie im Abschnitt 2.1.4 auf Seite 26 beschrieben der

Helicobacterstatus durch PCR evaluiert.

Histologische Evaluation

Das den Patienten gastroskopisch oder operativ entnommene Gewebe wurde im Institut
fiir Pathologie von Herrn Dr. med Rupert Langer untersucht. Dabei wurden die Merkmale
Gastritis, Atrophie und intestinale Metaplasie nach der Updated Sidney Klassifikation
[24] beurteilt. So wurde die Chronizitét der Gastritis nach dem Grad der lymphozytéren
Infiltration der Magenmucosa in vier Stufen von keine (L0), tiber geringe und mépige (L1
und L2) bis starke (L3) Infiltration eingeteilt. Anhand dieses Kriteriums wurden Patienten
mit H. pylori—positiven Gastritiden zwei Gruppen mit niedriger bzw. hoher Chronizitét
zugewiesen, um deren Auswirkung auf die RUNX3-Expression beurteilen zu konnen. Fer-
ner wurde bei der histologischen Evaluation auch die Aktivitdt der Entziindungsreaktion
anhand der granulozytéren Infiltration ebenfalls in vier Stufen von GO bis G3 festgelegt.
Da die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten jedoch unmittelbar von einer floriden
H. pylori—Infektion abhéngig ist und nach Eradikation innerhalb weniger Tage vollstédndig
zuriickgeht [165], erscheint die Chronizitat der Entziindung als ein geeigneterer Parameter
als die Aktivitat zur Beurteilung von Langzeiteffekten im Rahmen der Karzinogenese. Zur
Beurteilung der RUNX3-Expression in mit dem intestinalen Magenkarzinom assoziierten
Schleimhautlésionen wurden 25 Patienten mit histologisch nachgewiesener atrophischer
Gastritis oder intestinaler Metaplasie rekrutiert. Tabelle 3.1 stellt die Zusammensetzung

dieser Patientengruppen dar.

Lo L1 L2 L3 GO G1 G2 G3 AT IM
(n=2) (n=13) (0=25) (n=5) (n=4) (n=19) (n=20) (n=2) (n=14) (n=11)

LO/L1 2 8 - - - 10 - - - -
(n=10)  (20)  (80) (10)

L2/L3 - - 5 5 - - 8 2 - -
(n=10) (50)  (50) (80)  (20)

AT/IM - 5 20 - 4 9 12 - 14 11
(n=25) (20)  (80) (16)  (36) (48 (56)  (44)

Tabelle 3.1: Uberblick iber die histologische Einteilung der Patientengruppen mit Gastritis,
Atrophie, intestinaler Metaplasie; Werte in Klammern sind — falls nicht anders angegeben —
prozentuale Anteile an der gesamten Patientengruppe
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NO N1 N2 N3 M1 G1 G2 G3
(n=19) (n=11) (n=5) (n=1) (n=2) (n=4) (n=12) (n=20)

T1 13 - - - - 3 8 2
(n=13)  (100) (23) (62) (15)
T2 5 10 2 1 1 1 3 14
(n=18) (28) (56) (1) (5) (5) (5) (17) (78)
T3 - 1 3 - - - 1 3
(n=4) (25) (75) (25) (75)
T4 1 - - - 1 _ - 1
(n=1) (100) (100) (100)

Tabelle 3.2: Histopathologisches Staging und Grading der Patienten mit Magenkarzinom;
Werte in Klammern sind — falls nicht anders angegeben — prozentuale Anteile am jeweiligen
T-Stadium; M-Stadium zum Zeitpunkt der histologischen FEvaluation

Um die Expression von RUNX3 in maligne entarteten Magenepithelien untersuchen
zu konnen, wurden 36 Patienten mit intestinalem Magenkarzinom ausgewahlt. Patienten
mit diffusem Magenkarzinom wurden nicht untersucht, da eine saubere Mikrodissektion
diffus infiltrierender Zellen mit der zur Verfiigung stehenden Methode dufterst anfillig
fiir Kreuzkontamination und daher wenig zuverlassig gewesen wére. Die Ergebnisse des

histologischen Stagings und Gradings fasst Tabelle 3.2 zusammen.

3.2.2 Erhohte RUNX3—-Expression in H. pylori—induzierter Gastritis

Die chronische, H. pylori—induzierte Gastritis ist die friiheste mit dem Magenkarzinom
assoziierte histologische Veranderung der Magenschleimhaut. Es stellt sich die Frage, ob
RUNXS3 als moglicher Tumorsuppressor im Rahmen der Entziindungsreaktion herunterre-
guliert wird. Es wurde daher die RUNX3-mRNA—-Expression von 20 Patienten mit H.
pylori—positiver Gastritis ohne zusétzliche histologische Verdnderungen wie Atrophie oder
intestinaler Metaplasie bestimmt und mit derjenigen von 24 gesunden Patienten verglichen.
Abbildung 3.5 auf der néchsten Seite zeigt, dass im Vergleich mit gesunden Patienten die
RUNX3-Expression signifikant hoher ist, wenn eine H. pylori—positive Gastritis vorliegt
(P <0,001). Nur ungefahr 1% aller Patienten mit H. pylori—positiver chronischer Gastri-
tis entwickeln im Laufe ihres Lebens ein Magenkarzinom [31]. Grundsétzlich ist daher
wenig verwunderlich, dass in diesem Stadium, insbesondere bei vergleichsweise geringen
Fallzahlen, keine Verminderung der RUNX3—Expression zu beobachten ist. Auffallig ist
jedoch, dass die Expression in entziindeter Magenschleimhaut keineswegs unveréndert,

sondern entgegen der Erwartung deutlich erhoht ist.
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Abbildung 3.5: RUNX3-mRNA—-Ezxpression in H. pylori—infizierter, formalinfixierter Ma-
genschleimhaut ohne schwere histologische Verinderungen (H.p. +, n=20) verglichen mit
gesunder, H. pylori-negativer Mucosa (H.p. —, n=24); der gemessene Unterschied ist signifi-
kant mit P < 0,001

3.2.3 Validierung der Methodik anhand frischer Magenbiopsien

Die Verwendung formalinfixierten Gewebes (FFPE, formalin fixed paraffin embedded) zur
Extraktion von RNA und deren quantitative Messung mittels PCR birgt aufgrund der
formalinbedingten Fragmentierung der Nukleinsduren die Gefahr systematischer Messfeh-
ler. Um sicherzustellen, dass die bei Vorliegen einer H. pylori—induzierten Gastritis wider
Erwarten erhohte RUNX3-Expression nicht auf einen solchen methodischen Fehler zurtick-
zufiihren ist, wurden die ermittelten Ergebnisse anhand einer zweiten Magen—Biopsiebank
validiert. Das dort enthaltene Biopsiematerial wurde zur Fixierung unmittelbar nach der
Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren (FF, fresh frozen) und mit dem Ziel

geringstmoglicher Degradation weiterverarbeitet.

Patientenkollektiv, Auswahlkriterien und histologische Evaluation

Es wurden 69 Patienten mit H. pylori—positiver Gastritis und 45 Patienten ohne H.
pylori—Infektion als gesundes Kontrollkollektiv untersucht. Patienten, die mit Proto-
nenpumpeninhibitoren, Ho—Rezeptorantagonisten oder nichtsteroidalen Antiphlogistika
behandelt wurden, wurden ausgeschlossen, ebenso wie Patienten mit Ulcus ventriculi oder
Magenkarzinom. Die histologische Beurteilung und die Evaluation des Helicobacterstatus

erfolgte entsprechend der in den Abschnitten 3.2.1 auf Seite 54 und 2.1.4 auf Seite 26
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LO L1 L2 L3 GO G1 G2 G3

Gesamt 1 14 44 10 2 14 38 15
(n=69) Mm@ e ) @) (@0 () (22
M- 1 10 33 4 1 12 25 10
(n=48) @ @y ) ® @ @) (2 (@)
M 0 4 11 6 1 2 13 5

(n=21) © a9 () 0 () (0 (62  (24)
AT- 1 10 33 6 1 9 32 8

(n=50) @ @0 () (12 2 (18  (64)  (16)
AT+ 0 4 1 4 1 5 6 7

(n—19) © @y 68 (@) (5 (26  (3) (37

Tabelle 3.3: Uberblick iber die histologische Einteilung der Patienten mit H. pylori—
assoziierter Gastritis; Werte in Klammern sind — falls nicht anders angegeben — prozentuale
Anteile an der gesamten Patientengruppe

beschriebenen Methodik. Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht iiber die histologische Einteilung

aller H. pylori—positiven Patienten und der daraus gebildeten Gruppen.

RUNX3—-Expression in Abhangigkeit des Helicobacterstatus

Aus dem Kollektiv von 69 Patienten mit H. pylori—positiver Gastritis wurden diejenigen
ausgewahlt, deren Magenschleimhaut noch keine fortgeschrittenen histologischen Verédnde-
rungen wie Atrophie oder intestinale Metaplasie aufwiesen. Mittels quantitativer RT-PCR
wurde nun in den Magenbiopsien dieser 42 Patienten die RUNX3-mRNA-Expression be-
stimmt und mit der Expression in Biopsien von 45 gesunden Kontrollpatienten verglichen.
Abbildung 3.6 auf der nichsten Seite zeigt, dass auch in dieser Patientenpopulation die
RUNX3-Expression in der erkrankten Magenmucosa signifikant hdher ist als in gesunder
Schleimhaut (P < 0,001).

Dies bestétigt zum einen die aus formalinfixierten Geweben gewonnen Messergebnisse
und zeigt zum anderen, dass die Art der Fixierung durchaus einen zu beriicksichtigenden
Einfluss auf die quantitative PCR, hat: Vergleicht man die Kopienzahlen fiir RUNX3 aus
FFPE-Gewebe mit denen aus ,fresh-frozen” Biopsien, fillt auf, dass erstere im Median
circa um das 2,5-fache niedriger liegen, obwohl beide Werte auf GAPDH normalisiert sind.
Dieser Effekt ist vermutlich auf die Degradation der Nukleinsduren durch Formaldehyd
zurlickzufiihren: Ein in geringerer Menge exprimiertes Gen sollte wahrend der ersten
Zyklen der PCR durch ein schlechteres Enzym—Substrat—Verhéltnis stéarker benachteiligt
werden als ein Housekeeping—Gen wie GAPDH. Die Signifikanz zwischen den innerhalb

eines Kollektivs verglichenen Gruppen bleibt indes gleich grofs.

o7



3600

o

% o

& 3000

c

Q0

S 2400 -

4

<

o

~ 1800 A —‘7

o

o

2 1200

5 °

4

& 600

Q' e ey

N °
0 T T

H.p. - H.p. +

Abbildung 3.6: RUNXS3-mRNA-FEzpression in H. pylori—infizierter, durch Schockgefrierung
fizierter Magenschleimhaut ohne schwere histologische Verinderungen (H.p. +, n=42) vergli-
chen mit gesunder, H. pylori—negativer Mucosa (H.p. —, n=45); der gemessene Unterschied
ist signifikant mit P < 0,001

RUNX3—Expression in Abhangigkeit von histologischen Veranderungen

Angesichts der obigen Erkenntnisse stellt sich die Frage, ob in den spéteren Stadien
der Karzinogenese eine Verminderung der RUNX3-Expression zu beobachten ist. His-
tologische Verdnderungen wie intestinale Metaplasie und Atrophie als Spétfolge einer
chronischen Gastritis gelten als fakultative Préakanzerosen und konnten daher mit einer
erniedrigten RUNX3-Expression assoziiert sein. Hierzu wurden aus den 69 Patienten des
oben erwahnten Kollektivs diejenigen Patienten ohne bzw. mit intestinaler Metaplasie
(IM—/IM+) und ohne bzw. mit Atrophie (AT—/AT+) der Mucosa ausgewéhlt. Dann
wurde die RUNX3-Expression mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Abbildung 3.7
auf der néchsten Seite zeigt, dass Atrophie und intestinale Metaplasie im Vergleich mit
gesunder Magenmucosa mit einer signifikanten Erh6hung der RUNX3-Expression as-
soziiert sind (P < 0,001). Vergleicht man jedoch H. pylori—positive Biopsien mit oder
ohne fortgeschrittene histologische Veranderungen untereinander, so finden sich keine
signifikanten Unterschiede in der RUNX3-mRNA-Expression (P > 0,05).

Demnach ist die H. pylori—positive Gastritis sowohl mit als auch ohne fakultativ
prakanzerose histologische Verdnderungen mit einer Erhéhung der RUNX3-Expression
in der Magenmucosa assoziiert. Eine Herunterregulation tritt auch in atrophischer und
metaplastischer Schleimhaut nicht auf. Dariiberhinaus unterscheidet sich die Expression

der RUNX3-mRNA in H. pylori—infizierter Mucosa mit Atrophie und Metaplasie nicht von
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Abbildung 3.7: RUNX3-mRNA-Expression in H. pylori—infizierter, durch Schockgefrie-
rung fizierter Magenschleimhaut mit und ohne schwere histologische Verdanderungen wie
Atrophie (AT-/AT+, n=50/19) und intestinale Metaplasie (IM—/IM+, n=48/21) verglichen
mit gesunder, H. pylori-negativer Mucosa (H.p. —, n=45); die gemessenen Unterschiede
zwischen gesundem Gewebe und allen anderen Gruppen sind signifikant mit P < 0,001 ; die
Unterschiede zwischen den Gruppen AT-/AT+/IM—-/IM+ sind nicht statistisch signifikant

(P> 0,05)
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Abbildung 3.8: RUNX3-mRNA—-Ezxpression in Magenschleimhaut mit verschiedenen histo-
logischen Verdnderungen: Mucosa ohne schwere histologische Verinderungen (N/G, n=44),
Mucosa mit Atrophie oder intestinaler Metaplasie (AT/IM, n=25), Magenkarzinom vom
intestinalen Typ (CA, n=36); es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen gemessen werden (P > 0,05 )

der Expression in H. pylori—infizierter Mucosa ohne diese Verénderungen. Eine mogliche
Erkléarung fiir diese Befunde kénnte sein, dass die im Rahmen der Entziindungsreaktion
einwandernden Leukozyten fiir die erhdhte RUNX3-Expression im untersuchten Gewebe

verantwortlich sind.

3.2.4 Keine Assoziation der RUNX3—Expression mit Karzinomen

Die fehlende Assoziation der RUNX3-Expression mit priakanzerosen histologischen Ver-
danderungen kann auch in den formalinfixierten Gewebeproben des urspriinglichen Pati-
entenkollektivs nachvollzogen werden. Abbildung 3.8 vergleicht die RUNX3—Expression
atrophischer oder metaplastischer Mucosa mit derjenigen in Magenschleimhaut ohne der-
artige Verdnderungen der Gewebestruktur. Es zeigt sich, dass wie zuvor keine Verdnderung
der RUNX3-Expression in Abhéngigkeit der histologischen Prasentation nachweisbar ist.
Dariiberhinaus weist auch maligne entartetes Gewebe keine Herunterregulation des Tran-
skriptionsfaktors auf. Dies steht im Widerspruch zu Daten anderer Autoren [109, 114, 139]

und wirft die Frage auf, worin diese unterschiedlichen Ergebnisse begriindet sind.
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Abbildung 3.9: RUNX3- und RUNX1-mRNA-Expression in mikrodissezierter Magen-
schleimhaut von 105 Patienten: Vergleich der FExpression beider Transkriptionsfaktoren
sowohl im Epithel als auch im umgebenden Stroma; fir beide sind die Unterschiede zwischen
Epithel und Stroma statistisch signifikant mit P < 0,001

3.3 RUNX3-Expression in mikrodissezierter Magenmucosa

Die eindeutige Assoziation der RUNX3-Expression mit dem Inflammationsstatus des Ma-
gens lasst vermuten, dass in das Magenstroma infiltrierende Immunzellen die Messergebnis-
se beeinflussen. Um dies zu verifizieren, muss man sich verfeinerter Untersuchungstechniken
bedienen. Eine praktikable Methode stellt hierfiir die Mikrodissektion dar, die es erlaubt,
histologischen Gewebeschnitten unter dem Mikroskop gewiinschte Zellverbiande zu ent-
nehmen und von unerwiinschten Teilen zu trennen. In dieser Arbeit wurde laserassistierte
Mikrodissektion genutzt, um aus formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebepro-
ben von 105 Patienten selektiv das Epithel und das Stroma der Magenschleimhaut zu

entnehmen und getrennt hinsichtlich der RUNX3-mRNA-Expression zu untersuchen.

3.3.1 RUNX3 wird iiberwiegend im Stroma exprimiert

Zunéchst wurde die Expression von RUNX3-mRNA fiir das Epithel und das Stroma aller
105 Patienten insgesamt betrachtet. Abbildung 3.9 zeigt, dass die Expression im Stroma
wesentlich hoher ist als im Epithel (P < 0,001). Zum Vergleich ist die Expression fiir den
verwandten Transkriptionsfaktor RUNX1 gezeigt, der nicht mit der Karzinogenese im

Magen in Verbindung gebracht wird: Hier ist die Expression zwar ebenfalls im Stroma
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hoher (P < 0,001), jedoch ist die Differenz zwischen beiden Werten deutlich geringer und
die Expression im Epithel bewegt sich in etwa in der gleichen Gréfenordnung.

Diese ungleiche Verteilung der RUNX3-Expression zwischen Stroma und Epithel gilt es
bei der Interpretation von Messergebnissen nicht mikrodissezierter Magenschleimhautbi-
opsien zu beachten: Aussagen zu Expressionverdnderungen im Epithel kénnen vor dem um
ein Vielfaches hoheren Expressionshintergrund des Stromas nicht ohne Weiteres getroffen

werden.

3.3.2 Die RUNX3-Expression wird im atrophischen, metaplastischen und
neoplastischen Epithel nicht herunterreguliert

Die im Vergleich zum Stroma niedrige Expression von RUNX3 im Magenepithel legt
die Vermutung nahe, dass die von anderen Autoren beobachtete Herunterregulation der
RUNX3-mRNA in Biopsien der Magenschleimhaut hauptsichlich ein Effekt des Stromas,
nicht jedoch durch Regulationsmechanismen des Epithels bedingt ist. Um diese Vermutung
zu verifizieren, muss die RUNX3-Expression sowohl im Stroma als auch im Epithel in
Abhéngigkeit der Histologie der Mucosa untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die
105 Patienten des Kollektivs je nach Histologie der Magenschleimhaut in vier Gruppen
eingeteilt und die RUNX3-Expression bestimmt. Abbildung 3.10 auf der néchsten Seite
zeigt, dass die Expression im Epithel von der Histologie unabhéngig ist (P > 0,05).
Die gemessene Menge mRNA bleibt in allen betrachteten Gruppen unverindert niedrig
und insbesondere in atrophischem/metaplastischem und malignem Epithel kann keine
Herunterregulation oder sonstige Veranderung beobachtet werden (P > 0,05). Géanzlich
anders stellt sich die Situation im Stroma dar: Hier ist die RUNX3-Expression eindeutig
mit dem histologischen Befund korreliert. Deutlich zeigt sich der Zusammenhang zwischen
der Expression und der Chronizitét der Entziindung gemessen am Grad der lymphozytéren
Infiltration: Stroma der Gruppen L2/L3 und AT/IM (zu 80% Grad L2, siehe Tabelle 3.1
auf Seite 54) zeigt signifikant (P < 0,001) hohere RUNX3-Werte als Stroma aus gesunder
oder geringgradig entziindeter Mucosa (N/L0/L1).

Je nach Histologie der Magenschleimhaut findet man in der Magenschleimhaut also
deutliche Unterschiede der RUNX3-mRNA—-Expression. Diese werden jedoch ausschlieft-
lich von Verdnderungen im Stroma verursacht und sind nicht auf Regulationsvorgéange
in der Epithelschicht zuriickzufiihren. Vermutlich miissen somit auch von anderen Au-
toren beobachtete Verdanderungen von RUNX3 in nicht mikrodissezierten Biopsien von

Magenkarzinomen auf Effekte im Stroma zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 3.10: RUNX3-mRNA-FExpression in mikrodissezierter Magenschleimhaut von
105 Patienten: Vergleich der Expression im Epithel und im umgebenden Stroma in Abhdn-
gigkeit der histopathologischen Prisentation; (N/L0/L1) keine oder geringgradige Gastritis,
(L2/L3) mittel- bis hochgradige Gastritis, (AT/IM) Atrophie und intestinale Metaplasie,
(CA) intestinales Magenkarzinom; Expressionsunterschiede im Epithel nicht statistisch signi-
fikant mit P > 0,05; Expressionsunterschiede im Stroma statistisch signifikant (P < 0,01 ),
lediglich Differenz zwischen (N/LO/L1) und (CA) nicht signifikant (P > 0,05)
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3.4 Immunhistochemische Untersuchung der
RUNX3—-Expression

Die Menge an mRNA, die in einer Zelle produziert wird, korreliert in der Regel direkt
mit der Menge an produziertem Protein. Die Messung der mRNA—-Menge, die in einer
Zelle vorhanden ist, lasst sich zudem mittels PCR. sehr prazise durchfiihren. Die Methode
beriicksichtigt jedoch nur die Ebene der Transkription vom Gen zur mRNA. Deren
Translation zum Protein und dessen mogliche Modifikationen zum endgiiltigen aktiven
Genprodukt werden nicht erfasst. Auch die Inaktivierung, die — beispielsweise liber das
Ubiquitin—Proteasom—System — erheblichen regulatorischen Einfluss nehmen kann, wird
nicht beriicksichtigt. Daher kénnen Bestimmungen der mRNA-Menge zwar Aufschluss
iiber regulatorische Verdanderungen im Bereich der Transkription geben, miissen aber
durch weitere Untersuchungen auf Proteinebene gestiitzt werden, um Einfliisse aus den
Bereichen der Translation und des Proteinabbaus nicht zu vernachléssigen.

Eine verbreitete Methode zum Nachweis und zur semiquantitativen Abschétzung
der Proteinexpression ist die Immunhistochemie. Dabei werden Antikorper, die fiir das
Zielprotein spezifisch sind, auf einen histologischen Gewebeschnitt aufgebracht. Nach
erfolgter Bindung an das Protein kann ein geeignet markierter, gegen den ersten Antikdrper

gerichteter Sekundarantikorper zur indirekten Detektion eingesetzt werden.

3.4.1 RUNX3—-Protein—Expression in der Magenmucosa

Zur Uberpriifung des mittels quantitativer PCR ermittelten Expressionsmusters von
RUNXS3 in Stroma und Epithel der Magenschleimhaut wurde die RUNX3—Proteinexpres-
sion durch Immunhistochemie untersucht. Hierzu wurden histologische Gewebeschnitte der
zuvor untersuchten Patienten herangezogen. Als Primérantikorper diente ein polyklonaler
Kaninchen—anti-human-RUNX3-Antikérper [87], der freundlicherweise von Dr. Ditsa
Levanon und Dr. Yoram Groner (Weizman Institute, Rehovot, Israel) zur Verfiigung
gestellt wurde. Abbildung 3.11 auf der néchsten Seite zeigt fiir die untersuchten Patienten
repriasentative Schnitte durch entziindete Magenmucosa: RUNX3-Protein (A/B) ist
nahezu ausnahmslos im Bindegewebe zwischen den Driisenanschnitten lokalisiert, wo es
als Transkriptionsfaktor in den Zellkernen von eingewanderten Leukozyten exprimiert wird.
In der Epithelzellschicht ist hingegen keine Farbung nachweisbar. Dort finden sich lediglich
wenige angefirbte Zellkerne von intraepithelialen Lymphozyten. Dieses Expressionsmuster
bestétigt die mittels mRNA—-Expressionsanalyse erhaltenen Ergebnisse.

Zum Vergleich zeigt Abbildung 3.11 (C/D) die Expression des verwandten Tran-
skriptionsfaktors RUNX1: Im Gegensatz zu RUNX3 ist RUNX1 sowohl im Stroma als

auch im Epithel immunhistochemisch nachweisbar und bestétigt damit ebenfalls die per
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Abbildung 3.11: Immunhistochemischer Nachweis von RUNXS8-Protein (A/B) und RUNX1-
Protein (C/D) in entzindlich verinderter Magenschleimhaut; schwarz-braune Farbung
zeigt das Vorhandensein von RUNX1/3, normale Zellkerne in zartblau durch Himalaun—
Gegenfirbung; Vergrofierung 200—fach (A/C) bzw. 400—fach (B/D)
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quantitativer PCR fiir diesen Transkriptionsfaktor erhaltenen Ergebnisse. Die mittels
Immunhistochemie nicht nachweisbare Expression von RUNX3 in Epithelzellen ist schwer
mit der Theorie vereinbar, RUNX3—-Regulation in Magenepithelien spiele eine wichtige
Rolle in der Karzinogenese. Wére dies der Fall, sollte man fiir RUNX3 ein &hnliches

Expressionsmuster erwarten diirfen wie hier fir RUNX1 gezeigt.
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Die Gene der Runt—Familie kodieren in Sdugetieren fiir eine Gruppe aus drei phyloge-
netisch alten und hochkonservierten Transkriptionsfaktoren. Diese erfiillen essentielle
Aufgaben im Rahmen der Hamatopoiese [112]|, Osteogenese [115], Neurogenese [62, 89|
und Thymopoiese [167]. Beim Menschen sind Mutationen und Haploinsuffizienz des
RUNX2-Gens verantwortlich fiir Cleidocraniale Dysplasie [108], wiahrend RUNX1 fiir ca.
30% aller akuten Leukdmien verantwortlich gemacht wird [95]. In jiingerer Zeit wurde
RUNXS3, das phylogenetisch alteste Mitglied der Familie, ebenfalls als Krankheitsursache
ins Gespréach gebracht: Auf der Grundlage von Experimenten mit RUNX3-Knockout—
Méusen, welche eine deutliche Hyperplasie der Magenschleimhaut aufweisen, wurde die
Hypothese formuliert, es konne sich bei RUNX3 um einen epithelialen Tumorsuppressor
handeln, der moglicherweise kausal an der Entstehung des Magenkarzinoms beteiligt sei
[94]. Die Ursache fiir die Hyperplasie wurde der Beteiligung von RUNX3 am TGF (-
Signalweg [33, 65, 163] zugeschrieben: Die Magenepithelzellen der RUNX37/~Méiuse sind
flir den wachstumshemmenden und Apoptose-induzierenden Effekt von TGF( weniger
empfindlich [94]. Leider kann bei diesen RUNX3 /~Maiusen die Entwicklung von Ma-
genkarzinomen nicht direkt beobachtet werden, weil die Tiere meist am ersten Lebenstag
versterben. Unterstiitzt wird die These jedoch von Beobachtungen am Menschen, wonach
RUNXS3 in Magenkarzinomen im Vergleich zu Kontrollgewebe geringer exprimiert wird
[94, 109, 114, 139].

Durch eine andere Arbeitsgruppe wurde allerdings eine weitere RUNX3-Knockout—
Maus generiert [89], deren Phénotyp wichtige Unterschiede aufweist: Die Tiere tiberleben
bis zu zwei Jahre, entwickeln erst nach friihestens acht Lebensmonaten eine Hyperpla-
sie der Magenmucosa und zeigen nie Magenkarzinome [9]. Die Unterschiede zwischen
den verschiedenen RUNX3-Knockouts lassen sich wohl darauf zuriickfithren, dass der
Transkriptionsfaktor im Magenepithel derjenigen M&use mit frither Hyperplasie deutlich
exprimiert wird, in dem der M&use mit spater Hyperplasie jedoch mit den gleichen
Nachweismethoden nicht gefunden wird [87, 90].

Die beobachtete Diskrepanz zwischen den Phénotypen ist héchstwahrscheinlich auf die

unterschiedliche Methodik und die verschiedenen genetischen Hintergriinde der verwende-
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ten Mausstdmme zuriickzufithren |2, 90]. Jedenfalls miissen die genetischen Unterschiede
zwischen beiden Knockouts vergleichsweise subtil sein, da die beobachtete Pathologie
des Magens und deren Auswirkung auf die Lebenserwartung der einzige wesentliche
Unterschied zwischen beiden Knockouts ist: Hinsichtlich der Auswirkungen der RUNX3-
Defizienz auf die Thymopoiese [152, 167] und Riickenmarks—Neurogenese [62, 89| zeigen
beide Mausmodelle identische Phénotypen.

Interessanterweise sind RUNX3-Knockout—M&use nicht der einzige Punkt, an dem
die Thematik kontrovers diskutiert wird: Bei der Untersuchung der RUNX3-Protein—
Expression in menschlicher Magenschleimhaut kamen Autoren ebenfalls zu unterschiedli-
chen Ergebnissen. Einerseits berichten einige iiber den immunhistochemischen Nachweis
von RUNX3-Protein in menschlicher Magenschleimhaut [63, 113, 162|, andererseits kon-
nen diese Ergebnisse von anderen Autoren nicht nachvollzogen werden [14]. Bei diesen
Experimenten kamen jeweils unterschiedliche, selbst hergestellte RUNX3-spezifische Anti-
korper zum Einsatz, die jedoch — wie bei derartigen Studien {iblich — von den Autoren
entsprechend validiert wurden.

Aufgrund dieser diskrepanten Beobachtungen ist die Beteiligung von RUNX3 an der
Karzinogenese des Magens ungekléart. Ob der Transkriptionsfaktor, wie von Li et al.
vorgeschlagen [94], als epithelialer Tumorsuppressor wirkt, héngt mafsgeblich von dessen
kontrovers diskutierter Expression im Magenepithel ab. Indizien wie die verminderte
RUNX3-Expression in menschlichen Magenkarzinomen [94, 109, 114, 139] lassen diesbe-
ziiglich keine definitive Aussage zu. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie
stark RUNX3 in der Magenschleimhaut des Menschen exprimiert wird, inwieweit diese
Expression von pathologischen Zustdnden der Mucosa abhéngig ist und ob diesbeziig-
lich Unterschiede zwischen den beiden histologischen Kompartimenten der Schleimhaut

bestehen.

4.2 RUNX3 und das Magenkarzinom des Menschen

4.2.1 Gesteigerte RUNX3—Expression in entziindeter Magenschleimhaut

Andere Autoren haben gezeigt, dass RUNX3 in Magenkarzinomen geringer exprimiert
wird und interpretierten dies als Hinweis auf eine Wirkung als epithelialer Tumorsup-
pressor [94, 109, 114, 139]. Zur Ergénzung dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit die
RUNX3-Expression in Magenmucosa evaluiert, die mit dem Magenkarzinom assoziierte
histologische Verdnderungen aufwies: Magenschleimhaut mit H. pylori—positiver Gastritis,
Atrophie und intestinaler Metaplasie wurde mittels PCR—basierter Expressionsanalyse
auf die Expression von RUNX3 untersucht und mit der Magenschleimhaut von gesunden

Kontrollpatienten verglichen. Interessanterweise konnte dabei eine deutliche Assoziation
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der RUNX3-Expression mit dem H. pylori—Status und der damit vorliegenden Inflamma-
tion beobachtet werden (Abbildung 3.6 auf Seite 58): In entziindeter Schleimhaut war der
Transkriptionsfaktor generell hochreguliert, unabhéngig davon, ob priakanzerdse Léisionen
wie Atrophie und Metaplasie vorhanden waren oder nicht (Abbildung 3.7 auf Seite 59).

Ein Expressionsverlust in Magenschleimhaut, die mit der Karzinogenese assoziierte
Vorlauferldsionen aufweist, wire ein weiteres Indiz fiir eine Wirkung von RUNXS3 als
epithelialer Tumorsuppressor. Dies konnte hier jedoch nicht beobachtet werden. Die im
Gegenteil bei Vorliegen einer H. pylori—assoziierten Gastritis sogar gesteigerte Expression

wirft die Frage auf, ob die Entziindungsreaktion eine wesentliche Ursache hierfiir darstellt.

4.2.2 Expressionsmuster in der Magenmucosa

RUNXS3 spielt als Transkriptionsfaktor eine bedeutende Rolle in verschiedenen Zellen des
Immunsystems — unter anderem auch in Lymphozyten [26, 33, 87, 152, 167]. Die deutliche
Korrelation der RUNX3-Expression der Magenschleimhaut mit der Inflammation deutet
darauf hin, dass infiltrierende, RUNX3—exprimierende Immunzellen verantwortlich fiir die
gesteigerte Expression sind.

Die Bestimmung der RUNX3-Expression in mittels Mikrodissektion getrenntem Stroma
und Epithel bestétigte diese Annahme: Die Expression des Transkriptionsfaktors im
Epithel war vergleichsweise gering, im Stroma hingegen deutlich héher (Abbildung 3.9
auf Seite 61). Zum Vergleich ist die Expression von RUNXI1 dargestellt, die in beiden
Gewebekompartimenten dhnlich war. Wie bei nicht—mikrodissezierter Schleimhaut war
die RUNX3-Expression im Stroma positiv mit dem Grad der Inflammation korreliert
(Abbildung 3.10 auf Seite 63). In der Tat zeigte die immunhistochemische Farbung
RUNX3-Proteinexpression in Lymphozyten des Stromas, wahrend die Epithelzellen nicht
angefarbt wurden (Abbildung 3.11 auf Seite 65). Lediglich vereinzelt fanden sich RUNX3—
positive intraepitheliale Lymphozyten. RUNX1 konnte hingegen sowohl im Epithel als
auch im Stroma nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen decken sich mit denen von
Carvalho et al., die immunhistochemisch ebenfalls keine epitheliale RUNX3-Aktivitéit in
der Magenmucosa nachweisen konnten [14].

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse zeigen, dass zumindest in entziindeter Magen-
schleimhaut der Grofteil der messbaren RUNX3-mRNA-Expression im Stroma lokalisiert
ist. Begniigt man sich mit der Bestimmung der RUNX3-Expression in der gesamten
Mucosa, anstatt Stroma und Epithel getrennt zu betrachten, sind mégliche Verénderungen
durch Regulationsvorgénge in den Epithelzellen vor der Hintergrundexpression im Stroma
schwer nachweisbar. Auferdem kann diese die Messergebnisse deutlich verfdlschen und
moglicherweise zu fehlerhaften Schlussfolgerungen fiihren: Nach géngiger Vorstellung ist

die H. pylori—Gastritis die wesentliche Ursache der Karzinomentstehung im Magen. Somit
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kann man davon ausgehen, dass zur Untersuchung der Karzinogenese in der Regel von
Immunzellen infiltrierte Magenmucosa untersucht wird. Wird dabei auf Mikrodissektion
verzichtet, kénnen die beobachteten Expressionsverdnderungen félschlicherweise dem
Epithel zugeordnet werden. Da der Grad der Infiltration dabei unter anderem mit den
verschiedenen histologischen Parametern korreliert ist, werden zwischen Histologie und

RUNX3-Regulation Zusammenhénge hergestellt, die gar nicht existieren.

4.2.3 Kein Expressionsverlust in intestinalen Magenkarzinomen

Wie bereits erwdhnt kam es in nicht—maligner Mucosa abhéngig vom Grad der Inflam-
mation zu einer Steigerung der RUNX3-Expression. Auch die fakultativ prikanzerdsen
Lasionen Atrophie und intestinale Metaplasie waren mit einer gegeniiber gesunder Schleim-
haut vermehrten Expression assoziiert. Obwohl Beobachtungen anderer Autoren zufolge
die RUNX3-Expression in Magenkarzinomen abnimmt [94, 109, 114, 139], konnte dies hier
nicht bestétigt werden: Zwischen der mRNA-Expression in intestinalen Magenkarzinomen
und derjenigen in Atrophie und Metaplasie wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt (Abbildung 3.8 auf Seite 60).

Bei der Bestimmung der RUNX3-Expression in mikrodissezierten Epithelzellen fiel auf,
dass diese unverandert blieb, unabhéngig davon, ob es sich um gesundes, histologisch
verdndertes oder malignes Gewebe handelte (Abbildung 3.10 auf Seite 63). Zusammen
mit der Expression im Stroma wird damit deutlich, dass Verdnderungen des RUNX3-
mRNA—Profils der gesamten Magenschleimhaut ausschliefslich auf das Entziindungsinfiltrat
zuriickzufithren sind. In Epithelzellen war der Transkriptionsfaktor weder in prémalignen
Stadien der Mucosa herunterreguliert, noch ging seine Expression in maligner Schleimhaut
verloren, sondern blieb auf dufterst niedrigem Niveau unverédndert. Das Fehlen einer
Herunterregulation der RUNX3-Expression sowohl in malignen als auch nicht—-malignen

Epithelzellen spricht nicht fiir eine Funktion als epithelialer Tumorsuppressor.

4.3 RUNX3 und Karzinogenese — eine Kontroverse

Untersuchungen anderer Autoren zur RUNX3-Expression in Magenkarzinomen haben er-
geben, dass der Transkriptionsfaktor in maligner Schleimhaut deutlich geringer exprimiert
wird als in gesundem Kontrollgewebe [94, 109, 114, 139]. In scheinbarem Widerspruch
hierzu kommt die vorliegende Arbeit zu dem Schluss, dass die RUNX3-mRNA-Expression
in den Epithelzellen unverédndert bleibt, unabhéngig von der Histopathologie der Schleim-
haut. Weder priakanzerdse Lasionen noch maligne entartete Epithelien unterscheiden sich
in der Expression des Transkriptionsfaktors von gesunden Kontrollen.

Die Ursache, weshalb die von anderen festgestellte Herunterregulation sich bei genauerer
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Abbildung 4.1: RUNXS3-FExpression der Magenmucosa: Vergleich entziindeter, ansonsten
histologisch unverdnderter Schleimhaut (G, n=20) mit maligner Schleimhaut (CA, n=36)

Untersuchung nicht bestétigen lafst, liegt in der verwendeten Methodik: Jeder der vier
genannten Autoren verzichtete zur Messung der RUNX3-Expression auf die Trennung
von Epithel und Stroma, beispielsweise mittels Mikrodissektion. Wie bereits dargelegt,
hat jedoch der weitaus grofte Teil der nachgewiesenen RUNX3-mRNA seinen Ursprung
im Stroma, wodurch verlafliche Aussagen zu Expressionsdnderungen im Epithel nur bei
getrennter Untersuchung beider Kompartimente méglich sind.

Haufig wird bei Expressionsanalysen nicht—-malignes Gewebe aus der Umgebung ei-
nes Tumors als ,,gesundes” Kontrollgewebe herangezogen. Ohne Mikrodissektion ist dies
jedoch aufgrund der deutlichen Abhéngigkeit der RUNX3-Expression von der Inflamma-
tion im Stroma problematisch: So konnte beispielweise eine beobachtete Minderung der
RUNX3-Expression in Magenkarzinomen damit erklért werden, dass in den verwendeten
Kontrollen mehr Immunzellen—reiches Stroma enthalten war als in den untersuchten Tu-
morproben. Angesichts der unbestrittenen Bedeutung der Inflammation in der gastralen
Karzinogenese ist diese Annahme legitim. Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 4.1
eine Gegeniiberstellung der RUNX3-Expression in intestinalen Magenkarzinomen und in
entzilindeter, ansonsten jedoch histologisch unveréanderter Schleimhaut: Es wird deutlich,
dass entziindete Mucosa tendenziell eine hohere RUNX3-Expression aufweist und damit
kein geeignetes Kontrollgewebe darstellt. In der Tat haben drei der erwéhnten Autoren,
die mittels quantitativer PCR die RUNX3-Expression in Magenkarzinomen analysiert
haben, die den Karzinomen benachbarte Mucosa als Kontrollgewebe genutzt und damit
einen systematischen Fehler im Versuchsaufbau verursacht [94, 114, 139]. Ein weiterer

Autor nutzte zwar die endoskopisch gewonnene normale Mucosa von Patienten einer
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Kontrollgruppe, verzichtete jedoch ebenfalls auf eine Mikrodissektion des Gewebes [109)].
Dies erkléart, wieso die Autoren eine Herunterregulation vermuteten, obwohl bei genauerer
Betrachtung mikrodissezierten Epithels keine Expressionsverdnderungen festzustellen
sind.

Unterschiedliche Ergebnisse erbrachte auch der immunhistochemische Nachweis von
RUNX3-Protein in der Magenschleimhaut durch verschiedene Autoren. In dieser Arbeit
konnte die von Carvalho et al. [14] und von Levanon et al. [87] gemachte Beobach-
tung nachvollzogen werden, dass RUNX3-Protein in menschlichen Magenepithelzellen
nicht nachweisbar ist. Andere Autoren hingegen konnten mit unterschiedlichen RUNX3-
spezifischen Antikorpern eine positive Farbung im Magenepithel erkennen [63|, wenngleich
diese, wie Carvalho et al. feststellen [14], in einem Fall [113] fiir einen Tumorsuppres-
sor uncharakteristisch im Cytoplasma, und nicht im Kern, lokalisiert ist und damit

moglicherweise unspezifisch zustande kam.

4.4 Ein mogliches Modell zu RUNX3 und gastraler

Karzinogenese

4.4.1 RUNXS3 ist kein epithelialer Tumorsuppressor

Zur Karzinogenese ist nach Knudsons ,,Two Hit“~Hypothese der Verlust beider Allele eines
Tumorsuppressors notwendig [75]. Mogliche Mechanismen, die dies gewéhrleisten, sind
Mutationen, Loss of Heterozygosity (LOH) und epigenetisches ,Silencing* durch Promoter—
Hypermethylierung. Bisher wurden keine Mutationen identifiziert, die RUNX3 mit dem
Magenkarzinom assoziieren. Li et al. fithrten den Verlust der RUNX3—Expression in
humanen Magenkarzinomen auf héufig auftretende Promoter—Hypermethylierung zuriick
[94], was von anderen Autoren bestétigt wurde [109, 114, 139]. Epigenetisches Silencing
durch Hypermethylierung der Promoterregion wurde fiir RUNX3 auch bei einer Reihe
weiterer maligner Tumoren des Menschen festgestellt [69, 74, 81, 102, 107, 140, 149].

Grundsétzlich ist aberrante Promoter—Methylierung ein geeigneter Mechanismus, um
den Expressionverlust eines Tumorsuppressors zu erkléren [53]. Es wurde gezeigt, dass
generell Promoter—Hypermethylierung mit dem Alter zunimmt [172] — unter anderem
auch in der Magenmucosa [145] — und damit eine mogliche Erklarung fiir die beobachtete
Altersabhéngigkeit bestimmter Karzinome sein kénnte. Aufierdem konnte fiir einige
Gene ein Zusammenhang zwischen Karzinogenese und Hypermethylierung des Promoters
aufgezeigt werden — als Beispiele sollen BRCA [97], CDH1/E—Cadherin [96] und MLH1
[52] genannt sein.

Allerdings ist nicht geklart, in welchem Stadium der Karzinogenese vermehrte Methy-

lierung eine wesentliche Rolle spielt: Kann sie die Ursache der malignen Transformation

72



sein, oder ist sie eher eine Folge derselben [32] und erlangt ihre Bedeutung durch Mo-
difikation der Eigenschaften eines bereits bestehenden Tumors, wie beispielsweise eine
Steigerung des Invasions— und Metastasierungpotentials [4]. Ob die bei Magenkarzinomen
beobachtete Promotermethylierung daher urséchlich fiir deren Entstehung oder lediglich
ein Epiphénomen der Karzinogenese ist, ist bisher nicht belegt.

Auch Loss of Heterozygosity wurde mit RUNX3 und gastraler Karzinogenese in Verbin-
dung gebracht: Der Begriff Loss of Heterozygosity (LOH) beschreibt den Verlust eines von
zwei elterlichen Allelen eines Gens, bespielsweise durch Deletion oder Chromosomenverlust.
Ist das verbleibende Allel defekt oder insuffizient, fiihrt LOH eines Tumorsuppressors
zur Entstehung eines Karzinoms. Li et al. zeigten, dass 30% der von ihnen untersuchten
Magenkarzinome hemizygote Deletionen von RUNX3 aufwiesen [94]. Daraus folgerten
die Autoren, dass LOH im Zusammenspiel mit Promoter—-Hypermethylierung fiir den
Expressionsverlust von RUNX3 verantwortlich sei, was zur Karzinogenese fiithre und damit
fiir eine Tumorsuppressoraktivitat des Transkriptionsfaktors spreche. Dieser Ansicht wird
jedoch von Carvalho et al. widersprochen, die in Untersuchungen an Magenkarzinomen
zwar bestéatigen, dass einzelne RUNX3-Allele in malignen Zellen verloren gehen. Da diese
Tumorzellen jedoch meist polyploid sind, verbleiben trotzdem mindestens zwei Allele in
den Zellen [14] und verhindern somit einen Funktionsverlust.

Bisher ist in der Literatur daher nur der Expressionsverlust in humanen Magenkarzi-
nomen als Indiz fiir eine Funktion von RUNX3 als Tumorsuppressor angefiihrt [94, 109,
114, 139]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entkréften dieses Indiz und zeigen, dass
die beobachtete Herunterregulation in Magenkarzinomen auf einer Fehlinterpretation der
mittels unzureichender Nachweismethoden erhobenen Daten beruht. Tatséchlich findet in
Magenepithelien im Rahmen der Karzinogenese keine RUNX3-Regulation statt. Zusam-
men mit der Erkenntnissen von Carvalho et al. ermdglicht dies, RUNX3 als epithelialen

Tumorsuppressor im Magen auszuschliefien.

4.4.2 RUNX3, TGFS und Karzinogenese im Stroma

Eine Funktion von RUNX3 als epithelialer Tumorsuppressor im Magen kann nach aktu-
eller Datenlage ausgeschlossen werden. Trotzdem bleibt eine interessante Frage bisher
unbeantwortet: Aus welchem Grund entwickeln beide verfiigharen RUNX3-Knockout—
Modelle eine Hyperplasie der Magenschleimhaut? Zwar unterscheidet sich der zeitliche
Rahmen erheblich — ab Geburt bei dem einen, frithestens nach 8 Monaten bei dem
anderen Mausstamm. Nichtsdestoweniger muss ergriindet werden, ob, und wenn ja, wie,
der RUNX3—Verlust fiir dieses Phdnomen verantwortlich ist.

Einen vielversprechenden Ansatz bietet hier die mittlerweile gut belegte [48, 103, 163]
Interaktion von RUNX3 mit den am TGF-Signaling beteiligten Proteinen SMAD2 und
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SMAD3. TGFS inhibiert das Zellwachstum durch Induktion der CDK-Inhibitoren p21
und p15 und durch Suppression des Proto-Oncogens c-myc [17, 99]. Aufserdem fordert es
die Apoptose, unter anderem durch SMAD-vermittelte Induktion von DAP-Kinase [66].
Verlust von RUNX3 beeintrachtigt diesen Signalweg und damit dessen antiproliferative
Wirkung. Auf den ersten Blick ergibt sich damit eine naheliegende Erklarung, wie ein
RUNX3-Verlust in Epithelzellen zu Hyperproliferation und Karzinomentstehung beitra-
gen konnte. Daher fithren Li et al. die bei der von ihnen generierten RUNX37/"—~Maus
auftretende Hyperplasie der Magenmucosa auf die Beeintrachtigung des TGF3-Signalings
zuriick [94]. Dass der Verlust der RUNX3-Expression Auswirkungen auf das Zellwachstum
in malignen Magenepithelien hat, wird durch eine Untersuchung gestiitzt, die bei forcierter
RUNX3-Expression in Magenkarzinomzelllinien vermindertes Wachstum und attenuierte
Metastasierungsfahigkeit im Mausmodell zeigen konnte [162].

Da RUNXS3 jedoch, wie hier gezeigt wurde, in Magenkarzinomen nicht herunterreguliert
wird und damit eine tumorsuppressive Wirkung im Epithel unwahrscheinlich ist, miissen
andere Mechanismen in Betracht gezogen werden. Bisher wurde vernachléssigt, welchen
Einfluss das zellulare ,Microenvironment* auf die Karzinogenese hat. Man versteht darun-
ter das umgebende Gewebe und dessen Interaktion mit den Ursprungszellen des Karzinoms
und es ist seit langem klar, dass Zellwachstum und Differenzierung keine ausschliefsliche
Funktion der betroffenen Zelle ist, sondern durch Einfliissse wie Zell-Zell-Kontakt und
Zytokinmuster des umgebenden Gewebes beeinflusst wird [5].

Im Lichte dieser Uberlegungen sind neuere Erkenntnisse iiber Karzinogenese und
TGFg-Signaling auflerhalb der gastrointestinalen Epithelschicht hochinteressant: Kim
et al. konnten kiirzlich verschiedene SMAD4-Knockout—-Mé&use erzeugen, in denen das
Protein selektiv entweder in T-Lymphozyten oder in Epithelien deletiert ist [71]. SMAD4
stellt als Ko—Faktor die gemeinsame Endstrecke des TGF3/BMP-vermittelten Signalwegs
dar und ist damit essentiell fiir die Signaliibertragung. Der selektive Verlust der Expression
in T-Lymphozyten fiihrt bei diesen Tieren zu einer Ty2-lastigen Zytokinproduktion und
konsekutiv zu einer massiven Proliferation von IgA—produzierenden B-Lymphozyten im
Stroma des gesamten Gastrointestinaltrakts. Bedeutender ist allerdings, dass nahezu alle
untersuchten Tiere im Laufe ihres Lebens spontane gastrointestinale Karzinome entwickeln.
Diese treten aber erstaunlicherweise nicht auf, wenn SMAD4 gezielt in Epithelien ausge-
schaltet wird. Dies zeigt, dass epitheliale Karzinogenese in gesunden gastrointestinalen
Epithelzellen durch Einfliisse des ,,Microenvironments* ausgelést werden kann.

Der zugrundeliegende Mechanismus kénnte beispielsweise die erh6hte IL6—-Ausschiittung
der T-Lymphozyten sein: IL6 reguliert in Magenepithelzellen iiber seinen Rezeptor gp130
und die Downstream—Signalkaskaden STAT1/3 und Shp2/Ras/Erk unter anderem die
Expression der Proteine der TFF-Familie [154]. TFF1 gilt im Magen als Tumorsuppressor
[85] und wird durch iiberhohtes STAT3-Signaling unterdriickt [67]. Aukerdem wird
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SMADY7 induziert, welches als Inhibitor der TGF/3/BMP-Signalwegs wirkt und dadurch
wiederum Epithelzellen unempfindlich fiir dessen wachstumregulierende Wirkungen macht
[67].

Angesichts der iiberaus deutlichen Expression von RUNX3 im Magenstroma und insbe-
sondere in Leukozyten kann man spekulieren, ob die Beteiligung des Transkriptionsfaktors
am TGFp-Signalweg moglicherweise eine dhnliche Wirkung besitzt. Bisher wurde keine
Untersuchung an konditionalen RUNX3-Knockout—Mé&usen verdffentlicht, und eines der
beiden existierenden RUNX3/~—Modelle verfiigt nicht {iber eine ausreichende Lebens-
erwartung, um Karzinogenese im Magen beobachten zu konnen. Interessant ist aber
zumindest, dass die RUNX3/—~Mause von Levanon et al. mit 100%iger Penetranz eine
Colitits entwickeln, deren Phénotyp beziiglich vermehrter Infiltration des Stromas durch
B-Lymphozyten und erhchter IgA-Produktion deutliche Parallelen zu den SMAD4/—
Mausen aufweist. Diese RUNX3-Knockouts entwickeln im hohen Lebensalter auch eine
Hyperplasie der Magenmucosa, deren maligne Entartung jedoch auch in sehr alten M&au-
sen nicht beobachtet werden konnte [9]. Da RUNX3 in die T—Zell-Entwicklung und
insbesondere in die Regulation der CD4—-Expression involviert ist [26, 76|, eignen sich die
vorhandenen Knockout—Ma&use jedoch nur eingeschrankt zur Untersuchung der Zusam-
menhénge zwischen lymphozytarem Signaling und Karzinogenese. Die Entwicklung einer
konditionalen RUNX3-Knockout—-Maus kénnte sich im Rahmen dieser Fragestellung als

fruchtbar erweisen.
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5 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor RUNX3 wurde vor einiger Zeit mit der Karzinogenese des Magens
in Verbindung gebracht und als moglicher epithelialer Tumorsuppressor vorgeschlagen
[94]. Da jedoch zwei RUNX3-Knockout—-Mausmodelle und mehrere Untersuchungen zur
RUNX3-Expression in humaner Magenschleimhaut widerspriichliche Ergebnisse liefern
[9, 14, 87, 90, 94, 109, 114, 139], wird diese Hypothese kontrovers diskutiert.

Da in der Literatur bislang lediglich eine Herunterregulation von RUNX3 in Ma-
genkarzinomen als Indiz fiir eine epitheliale Tumorsuppressoraktivitdt beim Menschen
dokumentiert war, sollte diese Erkenntnis in der vorliegenden Arbeit ergidnzt werden.
Histologische Verdnderungen der Magenschleimhaut wie H. pylori—induzierte Gastritis,
Atrophie und intestinale Metaplasie sind mit dem intestinalen Magenkarzinom assoziiert.
Daher sollte untersucht werden, ob die RUNX3-Expression auch bei diesen histologi-
schen Befunden verringert ist. Hierzu wurden Magenbiopsien von 105 Patienten mittels
PCR-basierter Expressionsanalyse auf ihren RUNX3-mRNA-Gehalt untersucht. Dabei
ergab sich, dass die RUNX3-Expression in entziindeter, atrophischer und metaplastischer
Mucosa nicht verringert, sondern wider Erwarten sogar erhoht ist. Ferner zeigt sich eine
deutliche Abhéngigkeit der Expression vom Vorliegen einer Entziindung, wohingegen die
schweren histologischen Verdnderungen Atrophie und Metaplasie keine zusétzlichen Veran-
derungen bewirken. Ebenso fand sich entgegen anderslautender Berichte in der Literatur
keine Verminderung der RUNX3-Expression in 36 Proben von intestinalen Magenkar-
zinomen. Zum Ausschluss methodischer bedingter Einfliissse aufgrund der Verwendung
formalinfixierten Probenmaterials wurden die Ergebnisse an ,fresh frozen“ Magenbiopsien
von weiteren 114 Patienten validiert.

Die Untersuchung mittels Mikrodissektion in Epithel und Stroma separierter Magenmu-
cosa ergab, dass die RUNX3-Expression im Magenepithel unabhéngig von Histopathologie
und Dignitét unveréndert bleibt. Im Stroma hingegen zeigte sich eine deutliche Abhéngig-
keit der Expression vom Grad der Inflammation. Die an nicht mikrodissezierter Mucosa
beobachteten Verdnderungen der RUNX3-Expression sind demnach vollstdndig auf Vor-
ginge im Stroma zuriickzufiihren. Mittels immunhistochemischem Nachweis von RUNX3
konnte gezeigt werden, dass das Bindegewebe infiltrierende, RUNX3 exprimierende Lym-
phozyten fir den Inflammations—assoziierten Anstieg der Expression verantwortlich sind.

In der Epithelzellschicht konnte jedoch kein RUNX3-Protein nachgewiesen werden.
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Diese Ergebnisse sprechen gegen eine epitheliale Regulation des Transkriptionsfaktors
RUNXS3 als Ursache der Karzinogenese des Magens. Sie sind sehr gut vereinbar mit den
Beobachtungen von Levanon et al. und Carvalho et al., die in Magenepithelien keine
RUNX3-Expression nachweisen konnten [14, 87| und zeigten, daf die RUNX3-Aktivitat
in Magenkarzinomen nicht durch LOH vermindert wird.

Da RUNXS3 eine wichtige Rolle in der Differenzierung und Funktion von Immunzellen
spielt |26, 33, 76, 87, 152, 167] und Bestandteil des TGF/-Signalwegs ist, ist eine Betei-
ligung an der Karzinogenese des Magens als Folge chronischer Gastritis aber durchaus
denkbar: Wie kiirzlich im Mausmodell gezeigt wurde, konnen Defekte im TGFG-Signaling

von Lymphozyten Magenkarzinome induzieren |71].
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