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Zusammenfassung

Magenkarzinome werden meist spét diagnostiziert und sind daher oft lokal fortgeschritten.
Vor einer Operation dieser Tumoren wird oft eine neoadjuvante Chemotherapie eingesetzt,
um den Tumor zu verkleinern und die Prognose zu verbessern. Dennoch verbleiben in den
meisten Fillen erhebliche Mengen residualer Tumorzellen, was sich negativ auf die Prognose

fur die Patienten auswirkt.

Als potentielle Tumorstammzellen werden Tumorzellen bezeichnet, die durch ihr
Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotenzial das Tumorwachstum aufrechterhalten
konnen. Weiterhin sollen Tumorstammzellen eine erh6hte Chemotherapieresistenz aufweisen

und fir das Auftreten von Rezidiven verantwortlich sein.

Das Ziel dieser Arbeit war daher, die klinische und prognostische Relevanz der Expression
tumorstammzellassoziierter Gene in Magenkarzinomzellen nach neoadjuvanter Chemo-
therapie zu untersuchen. Dabei sollte nach Hinweisen fiir eine Anreicherung von chemo-
therapieresistenten, potentiellen Tumorstammzellen im Residualtumor gesucht werden.
Weiterhin sollte die chemotherapeutische Relevanz ausgewihlter Gene, sowie deren Einfluss

auf Tumorstammzelleigenschaften in vitro charakterisiert werden.

Durch Expressionsanalysen an Magenkarzinomen mit 10 bis 50 % Residualtumor nach der
Chemotherapie konnten Assoziationen der Expression tumorstammzellassoziierter Gene mit
dem Uberleben der Patienten oder den klinisch-pathologischen Parametern gezeigt werden.
Dabei wurde eine prognostisch signifikante Genexpressionssignatur aus hoher GSK3B-, hoher
CTNNBI- und niedriger NOTCH?2-Expression identifiziert, die eine Patientengruppe mit sehr
guter Prognose beschreibt (p<0,001). Die prognostische Wertigkeit dieser Signatur wurde
durch ihre Anwendbarkeit in einem unabhdngigen, nicht chemotherapierten Patienten-
kollektiv aus einer Offentlich zugénglichen Datenbank unterstrichen (p=0,017). Dies deutete
auf eine generelle prognostische Relevanz der Signatur fiir lokal fortgeschrittene

Magenkarzinome hin und konnte weiterfiihrende therapeutische Entscheidungen unterstiitzen.

Vergleichende Genexpressionsanalysen zwischen zusammengehdrenden prétherapeutischen
Biopsien und posttherapeutischen Resektaten zeigten eine erhdhte LGRS5- und POUSFI-
Expression nach der Chemotherapie. Dies deutete auf eine Anreicherung potentieller
Tumorstammzellen in residualen Tumoren hin, was durch weiterfiihrende, immunhisto-
chemische Analysen zu untermauern wire. Auch die NOTCH2-Expression war in den
Residualtumoren erh6ht, wahrend fir NOTCHI, JAGI und HESI ecine Abnahme der

Expression festgestellt wurde. Die immunhistochemischen Analysen wiesen dabei eher auf
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eine chemotherapieabhéngige Regulation der Notch2-Expression als auf eine Anreicherung
Notch2-exprimierender Zellen hin. Diese Ergebnisse fithrten zu der Vermutung, dass der
Notch-Signalweg eine Rolle fiir die Chemoresistenz spielt und mdglicherweise divergente

Funktionen der Notch-Rezeptorparaloge im Magenkarzinom vorliegen.

Um die Rolle der Notch-Rezeptoren fiir die Chemotherapieresistenz ndher zu charakterisieren,
wurden in vitro Versuche mit NOTCHI- und NOTCH2-Knockdown-Zelllinien einer
Magenkarzinomzelllinie (MKN28) durchgefiihrt. Der NOTCH1-Knockdown fiihrte zu einer
signifikant verringerten Sensitivitit gegeniiber Cisplatin in einem Zellproliferationstest (XTT-
Test) und im Koloniebildungsassay. Gleichzeitig nahm die Sensitivitit gegeniiber
5-Fluorouracil im Koloniebildungsassay zu. Der NOTCH2-Knockdown fihrte zu &hnlichen
Verdnderungen der Chemosensitivitit gegen 5-Fluorouracil, jedoch war die
Cisplatinsensitivitdit nur im XTT-Test verringert. Somit konnte gezeigt werden, dass die
Expression von NOTCHI und NOTCH2? den Chemosensitivititsstatus der Tumorzellen
beeinflusst. Zusammen mit der in den Tumorresektaten beobachteten schlechten Prognose bei
hoher NOTCH2-Expression weisen diese Ergebnisse auf den Notch-Signalweg als eine
potentielle therapeutische Zielstruktur hin. Im Sphéroidassay konnten keine Anhaltspunkte
dafiir gefunden werden, dass der Notch-Signalweg neben der Chemotherapieresistenz noch

weitere Tumorstammzelleigenschaften bestimmt.

Zusammenfassend konnte durch Expressionsanalysen an residualen Tumorzellen im
Magenkarzinom nach neoadjuvanter Chemotherapie eine prognostische Expressionssignatur
identifiziert werden, die fiir eine Risikostratifizierung der Patienten angewandt werden
konnte. Vergleichende Analysen zwischen pritherapeutischen Biopsien und postthera-
peutischen Resektaten zeigten Expressionsverdnderungen, die mit der Anreicherung
potentieller Tumorstammzellen vereinbar wiren. Zusammen mit immunhistochemischen
Analysen und in vitro-Untersuchungen wurde dem Notch-Signalweg eine Bedeutung fiir die
Chemosensitivitit beim neoadjuvant behandelten Magenkarzinom zugewiesen. Die
vorliegenden Daten weisen jedoch auf divergierende Funktionen der Rezeptorparaloge hin,

die eine genauere Charakterisierung erfordern.






1. Einleitung

1.1 Anatomie und Histologie des Magens

Der Magen ist ein J-formiges Hohlorgan, das der mechanischen und enzymatischen
Zerkleinerung und Durchmischung der Nahrung dient, um diese fiir die Verdauungsprozesse
im Darm vorzubereiten. Weiterhin ist der Magen mit seinem stark sauren Milieu eine
wichtige Infektionsbarriere und ist durch endokrine Sekretion der Hormone Ghrelin, Gastrin

und Somatostatin an der Regulation von Appetit und Verdauungsprozessen beteiligt .

Der Magen wird anatomisch und histologisch in vier Zonen untergliedert, die sich zum Teil
auch im Schleimhautaufbau unterscheiden (Abb. 1A und C). Im direkten Anschluss an den
Osophagussphinkter befindet sich die etwa 1 bis 2 cm breite Kardia-Zone. Die angrenzende
Korpus-Zone nimmt den grofiten Teil des Magens ein, sie zieht sich von der Kardia entlang
bis zum Ende der kleinen Kurvatur. Der Bereich des Magens, der oberhalb der Osophagus-
miindung eine Aussackung bildet, wird als Fundus bezeichnet. Der distale Abschnitt zwischen
dem Ende der kleinen Kurvatur und dem Pylorus, welcher den Magen vom Duodenum

abtrennt, wird als Antrum bezeichnet @

. Die Wandschichtung des Gastrointestinaltrakts
besteht luminal aus einer Schleimhaut, bestehend aus einer Driisenepithelschicht, Binde-
gewebe und glatter Muskulatur. Darunter liegt eine gefédffithrende Bindegewebsschicht, eine

Muskelschicht und eine zum Bauchraum abgrenzende Serosa ®) (Abb. 1B).
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Abb. 1: Anatomie und Histologie des Magens. A) Makroskopie: der Magen befindet sich im

Gastrointestinaltrakt zwischen Osophagus und Duodenum. Er wird in vier anatomisch und
histologisch differenzierte Bereiche eingeteilt: Kardia, Fundus, Korpus und Antrum. B) Aufbau
der Magenwand: Luminal liegt die Schleimhaut (7unica mucosa) gefolgt von einer
gefaBfiihrenden Bindegewebsschicht (Tela submucosa), einer Muskelschicht (Tunica muscularis)
und einer zum Bauchraum abgrenzenden Serosa (Tunica serosa). C) Die Schleimhaut gliedert sich
in eine Driisenepithelschicht (Lamina epithelialis mucosae), Bindegewebe (Lamina propria
mucosae) und glatte Muskulatur (Lamina muscularis mucosae). Das Driisenepithel unterscheidet
sich in den verschiedenen anatomischen Zonen. Die Kardia ist durch ein muzinproduzierendes
Driisenepithel mit Gruben (Foveolae) und langen, gewundenen Driisen gekennzeichnet. Die
Antrumdriisen dhneln histologisch den Kardiadriisen, jedoch mit tiefen Gruben und kurzen
gewundenen Driisen. Hier befinden sich hauptséchlich schleimproduzierende und endokrine
Zellen. Fundus und Korpus haben den gleichen Aufbau mit tiefen, geraden Driisengédngen, die sich
in Basis, Hals und Isthmus aufteilen und in flachen Gruben miinden. Im Gruben- und Isthmus-
bereich befinden sich verschiedene schleimbildende Zellen, welche einen alkalischen Schleim
absondern, der dem Schutz des Epithels vor Pepsin und Séure dient. Im Driisenhals befinden sich
schnell proliferierende Zellen, welche der Erneuerung der Magenschleimhaut dienen. Hier werden
auch die Stammzellen der Magenschleimhaut vermutet. Hauptséchlich in der Basis befinden sich
die sdureproduzierenden Parietalzellen, pepsinogenproduzierende Hauptzellen, sowie endokrine
Zellen ** (Abbildung: ©Lukas Bauer, 2013).



Einleitung | 3

1.2 Das Magenkarzinom

1.2.1 Epidemiologie
Magenkarzinome sind in Deutschland die sechsthdufigste Krebserkrankung bei Miannern
(3,7 % der Krebsneuerkrankungen in Deutschland) und achthiufigste bei Frauen (3,0 %).
Insgesamt gab es im Jahr 2008 etwa 15800 Neuerkrankungen. Obwohl die Zahl der
Neuerkrankungen seit Jahren riickldufig ist, sind Magenkarzinome noch immer die fiinft-
beziehungsweise sechsthdufigste krebsassoziierte Todesursache in Deutschland. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt derzeit bei etwa 30 % ). Weltweit liegen Magenkarzinome sogar an
vierter Stelle der hdufigsten Krebserkrankungen (7,8 % der Krebsneuerkrankungen) und sind
die zweithdufigste krebsassoziierte Todesursache (9,7 %). Es gibt grofe Ungleich-
mifigkeiten in der weltweiten Verteilung der Magenkarzinomerkrankungen. Besonders hohe
Inzidenzraten werden in Japan (bis 70 Fille je 10° Einwohner (EW)) und anderen
ostasiatischen Ldndern sowie in Osteuropa und Siidamerika erreicht. Niedrig sind die

Inzidenzraten dagegen in Nordamerika, Australien und in Teilen Afrikas (weniger als 10 Fille
je 10° EW) ©.

1.2.2 Atiologie und Risikofaktoren

Als wichtigster Risikofaktor fiir Magenkarzinome gilt die chronische Infektion mit

Helicobacter pylori-Bakterien. Diese induziert eine chronische Gastritis, welche die Ent-

t D, Die Infektion mit diesem Bakterium erhoht

stehung von Magenkarzinomen begiinstig
besonders das Risiko fiir Nichtkardiakarzinome, wie eine Metaanalyse von zwolf
prospektiven, epidemiologischen Studien ergab ®. Die H. pylori-Durchseuchung der Bevol-
kerung scheint zudem einer dhnlichen Verteilung zu unterliegen wie die Verteilung der

Magenkarzinominzidenz und kénnte mit ursichlich fiir diese sein ©.

Als weitere Risikofaktoren, besonders fiir proximal lokalisierte Adenokarzinome, gelten
Rauchen und Ubergewicht ®'V. Weiterhin erhShen eine salz- und nitratreiche Ernihrung

sowie die Unterversorgung mit frischem Obst und Gemiise das Risiko fiir Magen-

(1219 Erhohter Alkoholkonsum scheint in Kombination mit Tabakkonsum

(15)

karzinome

ebenfalls zu einem erh6hten Erkrankungsrisiko zu fithren

Etwa 10 % der Magenkarzinomerkrankungen treten familidr gehduft auf '® und etwa 1-3 %
werden als hereditidr eingestuft. Unter diesen ist die wichtigste bekannte Ursache eine
heterozygote Keimbahnmutation im CDHI-Gen (E-Cadherin-Gen), die 25 bis 30 % der
hereditiren Magenkarzinomerkrankungen ausmacht '”. Diese genetische Disposition fiihrt

mit einer Penetranz von etwa 80 % zur Entstehung von Magenkarzinomen vom diffusen
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histologischen Subtyp. Weibliche Mutationstrager haben zusitzlich ein stark erhohtes Risiko
an einem lobuliren Mammakarzinom zu erkranken '®'”. Das Magenkarzinom entsteht in
diesen Fillen als Folge eines somatischen Funktionsverlusts des zweiten CDH-Allels durch
Promotermethylierung, Verlust der Heterozygositit oder eine weitere Mutation @%2"),
Mutationen im CDHI-Gen sind auch in sporadischen Karzinomen héufig (ca. 50 % der
diffusen Magenkarzinome) ®®. Daneben werden bei weiteren hereditiren Tumorsyndromen
vermehrt Magenkarzinome beobacht. Zu diesen gehoren das Lynch-Syndrom (hauptsdchlich
MLH1I- oder MSH2-Keimbahnmutation) mit einem vierfach erhohtem Erkrankungsrisiko und

(23,24)

niedrigerem Diagnosealter , das Peutz-Jeghers-Syndrom (S7K//-Keimbahnmutation,

29 % Penetranz fiir Magenkarzinome) *> sowie seltener das Li-Fraumeni-Syndrom (7P53-

Keimbahnmutation) ¢®.

1.2.3 Klassifizierung von Magenkarzinomen
Adenokarzinome machen tiber 90 % der Tumorerkrankungen des Magens aus. Die {ibrigen
Tumorerkrankungen sind hauptsdchlich gastrointestinale Stromatumoren (GIST) oder
Lymphome 7. Adenokarzinome des Magens werden nach drei Hauptkriterien eingeordnet:

histologischer Subtyp, Tumorstadium und Lokalisation. .

Beziiglich der Lokalisation erfolgt die Einteilung primér in proximal oder distal. Proximale
Karzinome liegen im Bereich des dsophagogastralen Ubergangs und werden zusitzlich nach
Siewert in drei AEG-Typen (adenocarcinoma of the esophagogastric junction) unterteilt
(Abb. 2). AEG Typ I umfasst Tumoren des distalen Osophagus die auch in den Magen
infiltrieren kdnnen und demnach keine echten Magenkarzinome sind. AEG Typ II sind echte
Kardiakarzinome und AEG TypIIl sind subkardiale Magenkarzinome, welche den

(28)

osophagogastralen Ubergang infiltrieren Diese Klassifizierung nach anatomischen

Gesichtspunkten korreliert mit Unterschieden in Pathogenese, Tumorausbreitung und

Prognose und erfordert unterschiedliche Therapiemodalititen **.

Die Stadieneinteilung zur Bewertung der Tumorausbreitung erfolgt anhand der TNM-
Klassifikation entsprechend der UICC-Leitlinien. Diese beschreibt die lokale
Tiefenausdehnung des Primirtumors in die Wandschichten (T1 bis T4), die Anzahl befallener
Lymphknoten (NO bis N3) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (MO oder MI).
Anhand der individuellen TNM-Klassifikation erfolgt die prognostisch wichtige

Stadieneinteilung, welche eine Grundlage fiir die Therapieentscheidung ist #**".
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Abb. 2: Einteilung von Adenokarzinomen des osophagogastralen Ubergangs (AEG) nach der
Lokalisation beziiglich der Z-Linie. Diese stellt den Ubergang vom Plattenepithel des
Osophagus (O) zum Zylinderepithel des Magens dar. Ausschlaggebend fiir die Einteilung ist die
Entfernung des Ursprungs des Tumors von der Z-Linie nach proximal oder distal in cm. Adaptiert
nach Siewert e. al. (1999) ¥,

Histologisch werden Magenkarzinome hauptsidchlich nach der Laurén-Einteilung in diffuse
und intestinale Subtypen sowie nach den WHO-Kriterien in vier histologische Subgruppen
(papillére, tubuldre, muzindse und Siegelringzell-Karzinome) eingeteilt. Daneben gibt es noch
einige seltenere Formen sowie Mischtypen. Der intestinale Typ nach Laurén zeichnet sich
durch einen mittleren bis hohen Differenzierungsgrad aus und bildet driisenartige
Zellverbdande, die relativ kompakt infiltrieren. Der diffuse Typ ist schlecht differenziert und
die Zellen bilden keine oder nur lockere Verbidnde, die ein diffus infiltrierendes

Wachstumsmuster zeigen (3233)

1.2.4 Die neoadjuvante Chemotherapie des lokal
fortgeschrittenen Magenkarzinoms
Bis zu 80 % der Erstdiagnosen von Magenkarzinomen und Karzinomen des gastrodso-

phagialen Ubergangs erfolgen bei lokal fortgeschrittem Tumorwachstum %3,

Eine fiir diese Tumoren hiufig angewendete Therapie ist die neoadjuvante Chemotherapie mit
einem platinbasierten Chemotherapeutikum (Cisplatin, Oxaliplatin) in Kombination mit
5-Fluorouracil ®*® Als neoadjuvant wird eine Chemotherapie bezeichnet, die vor der
chirurgischen Entfernung des Tumors eingesetzt wird. In Kombination mit einer weiteren
Chemotherapie nach der Operation (adjuvante Chemotherapie) spricht man von perioperativer

Chemotherapie ©°.

Die neoadjuvante Chemotherapie verfolgt mehrere Ziele: durch die Therapie kann es zur
Schrumpfung oder Eliminierung der Haupttumormasse (Tumorregression) und von Lymph-
knotenmetastasen kommen. Durch dieses so genannte downstaging wird die Rate der
potentiell kurativen vollstindigen Resektionen (Ro-Resektion) gegeniiber einer priméren
chirurgischen Intervention erhdht. Weiterhin konnen bei lokal fortgeschrittenen Tumoren

bereits Fernmetastasen oder Mikrometastasen vorliegen. Durch die neoadjuvante
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Chemotherapie besteht die Moglichkeit diese sehr viel friiher zu behandeln als mit einer

konventionellen adjuvanten Chemotherapie, da nicht erst eine Erholung des Patienten nach
der Operation abgewartet werden muss ©**%.
Biopsie Resektat Residualtumor  Anteil Patienten

! im Tumorlager
Chemotherapie

(Platin/5-FU)
TRG1 O <10 % 21 %

TRG2 e %) 10 - 50 % 25 %

TRG3 > 50 % 54 %
@ vitaler Tumor Tumorlager
Abb. 3: Schematische Darstellung der histopathologischen Regressionsgraduierung von neoadjuvant

behandelten Magenkarzinomen nach Becker “". Durch die Platin/5-Fluorouracil (5-FU)-
basierte Chemotherapie werden Tumorzellen zerstort und es verbleibt Narbengewebe im
Tumorlager. Der Anteil der verbleibenden Tumorzellen in Relation zu der Gesamtausdehnung des
Tumorl(ilfg),ers wird histologisch quantifiziert und den drei Tumorregressionsgraden (TRG) zuge-
ordnet .

Zwei randomisierte klinische Studien mit iiber 700 Patienten zeigten, dass durch eine
neoadjuvante oder perioperative Chemotherapie das 5-Jahres-Gesamtiiberleben der Patienten
von ca. 24 % auf bis zu 38 % erhoht werden konnte, wobei es zu deutlichen Reduktionen der
T- und N-Stadien in den chemotherapierten Patientengruppen gegeniiber den nicht-
chemotherapierten Patienten kam ©**?. Trotz der verbesserten Prognose fiir die Patienten
durch die neoadjuvante Therapie ist die Zahl der Tumoren, welche durch eine neoadjuvante
Chemotherapie erheblich verkleinert werden oder in eine komplette Remission gehen mit ca.
20 bis 40 % gering 364D In einem GroBteil der Fille verbleiben demnach erhebliche Mengen
residualer Tumorzellen nach der Chemotherapie. Das histopathologische Ansprechen auf die
Chemotherapie wird anhand der relativen Menge dieser residualen Tumormasse bezogen auf
das Tumorlager in drei Tumorregressionsgrade (TRG) eingeteilt (Abb. 3). Dabei ergibt sich
eine starke Assoziation zwischen dem Tumorregressionsgrad und dem Gesamtiiberleben der
Patienten, wobei nur Patienten mit TRG1 (weniger als 10 % Residualtumor) eine deutlich

bessere Prognose haben V.
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1.3 Theorien der Tumorentwicklung und -organisation

1.3.1 Das Modell der klonalen Evolution

Fir die Entwicklung und Organisation von Tumoren gibt es zwei wichtige Modelle: das
Modell der Tumorstammzellen und das Modell der klonalen Expansion “*. Das Modell der
klonalen Expansion geht von einer entarteten Zelle aus, die zundchst durch Expansion zu
einem Tumor heranwichst. Durch genomische Instabilitit der Tumorzellen kommt es zu
weiteren, zufilligen Mutationsereignissen, welche zum Fortschreiten der Tumorentwicklung
filhren. Welche Mutationen in einem Tumor das Wachstum begiinstigen, wird durch den
jeweils vorherrschenden Selektionsdruck durch zelleigene (Zellzykluskontrolle, Apoptose-
induktion), korpereigene (Immunsystem, Wachstumsfaktoren, Nahrstoffangebot) und externe
Faktoren (therapeutischer Druck) bestimmt * (Abb. 4A). Damit kann durch das klonale
Modell sowohl die Tumorheterogenitit, als auch das wiederkehrende Auftreten typischer
Mutationsmuster und -reihenfolgen in bestimmten Tumoren erkldrt werden. Als klassisches
Beispiel sei hier die Adenom-Karzinom-Sequenz bei der Entstehung des Kolonkarzinoms
genannt, bei der bestimmte Gene (APC, KRAS, TP53 u. a.) regelméfig und in einem hohen
Prozentsatz der Tumoren in Abhédngigkeit des Stadiums der Tumorentstehung mutiert

sind “¥.

1.3.2 Das Tumorstammzellmodell

Das Tumorstammzellmodell geht im Gegensatz zum Modell der klonalen Expansion von
einer gewissen hierarchischen Organisation des Tumors in Anlehnung an normale Gewebe
aus ) (Abb. 4B).

Zur Entwicklung des Tumorstammzellmodells fiihrte unter anderem die Beobachtung von
Pierce et al. (1971), dass die radioaktive Thymidin-H3-Markierung von undifferenzierten
Tumorzellen in Ratten mit Plattenepithelkarzinomen eine Ausbreitung des Signals auf die
besser differenzierten Tumorbereiche nach sich zog. Damit wurde gezeigt, dass eine Tumor-
zellpopulation durch Differenzierung eine andere Population hervorbringen kann

(Hierarchie) “%.

Bei normalen Geweben steht eine gewebsspezifische Stammzelle an der Spitze der
Hierarchie. Diese kann durch asymmetrische Teilung sich selbst erneuern und differenzierte
Tochterzellen hervorbringen. Diese Tochterzellen konnen bereits den endgiiltig differen-

zierten Zelltyp des Gewebes darstellen oder als tramsit amplifying cell (,,Ubergangsver-
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stiarkerzelle*) limitierte Vorlduferzellen sein, die durch rasche symmetrische Teilungen in der
Lage sind eine groBBe Anzahl von Tochterzellen zu generieren, welche anschlieend zu einem
oder mehreren verschiedenen Zelltypen ausdifferenzieren. Im Gegensatz zu den
Gewebsstammzellen sind die transit amplifying cells nicht unendlich teilungsfahig und daher
keine Stammzellen. Sehr gut untersucht sind diese Hierarchien im hdmatopoetischen

(47) (48)

System "’ sowie im Intestinaltrakt

A Klonale Evolution B Hierarchisches
Tumorstammzellmodell

e

O
/
N\

O
/

4

\
o ©
!
P&

o
. Tumorstammzellen (TSZ) @ Zelitod

—» Differenzierung

OOOO Nicht-TSZ-Tumorzellen <{_Mutation

Abb. 4: Vergleich des Modells der klonalen Evolution und des hierarchischen Tumorstammzell-
modells. A) Im Modell der klonalen Evolution kommt es durch Mutationsereignisse zur Bildung
neuer, klonaler Linien, die alle das Tumorwachstum vorantreiben konnen und einen heterogenen
Tumor formen. Je nach Mutation konnen einzelne Klone aggressiver wachsen als andere oder
werden durch Umweltbedingungen (z.B. Chemotherapie) selektiert. B) Im hierarchischen Tumor-
stammzellmodell steht eine Stammzellpopulation mit der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Differenzierung an der Spitze der Tumorhierarchie. Nur die Tumorstammzellen koénnen den
Tumor dauerhaft erhalten. Die Nichttumorstammzellen bilden die Hauptmasse des Tumors,
haben aber eine begrenzte Lebensdauer und miissen stindig erneuert werden. Adaptiert aus
Sugihara et al. (2012) ©2.

Im Tumorstammzellmodell steht in gleicher Weise eine Population von Tumorstammzellen
an der Spitze der Hierarchie und bringt schnell aber limitiert proliferierende Tochterzellen
hervor, welche die Hauptmasse des Tumors ausmachen (Abb.4B). Nur die Tumor-
stammzellen sollten demnach in der Lage sein, das Tumorwachstum auf Dauer aufrecht zu
erhalten. Im Jahr 2006 wurde auf dem AACR Cancer Stem Cells Workshop eine
Konsensdefinition fiir Tumorstammzellen eingefiihrt. Demnach miissen Tumorzellen um als
Tumorstammzellen zu gelten in der Lage sein sich durch symmetrische oder asymmetrische

Zellteilung selbst zu erneuern und durch Differenzierung alle heterogenen Zelltypen eines
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Tumors hervorzubringen “”. Unter Umstinden geht diese Differenzierungsfihigkeit sogar
tiber den eigentlichen Tumor hinaus. So konnte gezeigt werden, dass einige Glioblastom-
zellen sogar in der Lage sind zu funktionalen Endothelien zu differenzieren und somit die

Vaskularisierung und Versorgung des Tumors zu verbessern %",

Neben diesen grundlegenden Parametern werden fiir Tumorstammzellen noch weitere
wichtige Eigenschaften postuliert. Zum einen sollen sie sich in einem Zustand der Dormanz
oder verlangsamten Proliferation befinden “”. So konnten mit einer Expressionssignatur aus
langsam proliferierenden normalen Bruststammzellen Brustkrebszellen isoliert werden, die

53 Diese Dormanz konnte einen Schutz vor

eine erhohte Tumorinitiationsrate zeigten
Zytostatika bieten und durch Wiederaufnahme des Zellzyklus ein erneutes Tumorwachstum
hervorrufen. Damit weisen Tumorstammzellen auf eine Erkldrung fiir spéte, lokale Rezidive
nach erfolgreicher Chemotherapie hin. Zum anderen sollen Tumorstammzellen weitere
intrinsische Mechanismen der Chemoresistenz aufweisen, welche es ihnen ermoglichen die
Chemotherapie zu iiberleben. So konnte gezeigt werden, dass durch neoadjuvante
Chemotherapie beim Brustkrebs eine Anreicherung von tumorinitiierenden Zellen erfolgte ©¥
und in einem Glioblastom-Mausmodell ging das Rezidivwachstum von einer stammzell-

artigen Subpopulation der Tumoren aus ©”

. Weitere Untersucher isolierten potentielle
Tumorstammzellen und wiesen eine erhohte Chemoresistenz parallel zu einer erhdhten

tumorinduktiven Kompetenz dieser Zellen nach ©®.

Das Tumorstammzellmodell ist unabhédngig von der Frage nach der ,,Ursprungszelle® des
Tumors. Ob diese Zelle eine durch Mutationen entartete normale Stammzelle sein muss oder
ob eine differenzierte Zelle zu einem Stammzellphénotyp zuriickgewandelt wird, wird durch

das Tumorstammzellmodell nicht beantwortet sondern muss separat untersucht werden (57.58)

Eine gute Ubersicht und kritische Auseinandersetzung mit dem Tumorstammzellmodell
bieten die Ubersichtsarbeiten von Clevers (2011) ** und Shackleton ez al. (2009) ©”.

1.3.3 Plastizitdt des Tumorstammzellmodells und integrierte
Tumormodelle
Die strikten Hierarchien, wie sie im Tumorstammzellmodell postuliert wurden und in
normalen Geweben angenommen werden, wurden in den vergangenen Jahren zunehmend in
Frage gestellt. Zwei bahnbrechende Arbeiten belegten, dass durch die Neuexpression von
jeweils nur vier Transkriptionsfaktoren (POUSFI, SOX2, NANOG und LIN28 beziehungs-
weise POUSFI, SOX2, KLF4 und MYC) in differenzierten Fibroblasten Stammzell-

eigenschaften wiederhergestellt werden kénnen %,
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A Plastizitat im B Integriertes
Tumorstammzellmodell Tumorstammzellmodell

Abb. 5:

Tumorstammzellnische

Stroma, Gefalte, EZM, . -
Wachstumsfaktoren, —
Zytokine, Hypoxie,... \

-

.. Tumorstammzellen (TSZ) —» Differenzierung

OOOO Nicht-TSZ-Tumorzellen —p Entdifferenzierung
@ Zeltod <Y Mutation

Weiterentwicklung des Tumorstammzellmodells. A) Das plastische Tumorstammzellmodell
basiert auf dem hierarchischen Modell. Dabei wird die strikte Hierarchie aufgeldst und postuliert,
dass differenzierte Tumorzellen die Mdoglichkeit haben durch Entdifferenzierung einen Tumor-
stammzellphdnotyp anzunehmen. B) Durch Zusammenlegung des plastischen Tumorstammzell-
modells und des Modells der klonalen Evolution entsteht ein integriertes Tumorstammzellmodell,
welches sowohl die Heterogenitit der Tumorinitiationsfahigkeit als auch die genomische
Heterogenitdt von Tumorzellen und Tumorstammzellen des gleichen Tumors beriicksichtigt.
C) Die Tumorstammzellnische dient der Regulation des Tumorstammzellkompartiments und setzt
sich aus einer Vielzahl von Faktoren zusammen. Zu diesen gehdren die Stromazellen, die
Blutversorgung, die extrazelluldre Matrix (EZM) sowie Hormone, Zytokine und andere Faktoren,
die auf das Wachstum, die Proliferation und Differenzierung der Tumorstammzellen Einfluss
nehmen konnen. Durch die regulativen Eigenschaften der Nische konnten auch Nicht-
tumorstammzellen einen Tumorstammzellphénotyp annehmen. Adaptiert aus
Sugihara e al. (2012) ©2.

Dass auch im Tumor eine differenzierte Tumorzelle einen Tumorstammzellphénotyp

annehmen kann, wurde von Roesch et al. (2010) an Melanomen gezeigt. Sie konnten die

Histondemethylase JARID1B zunichst erfolgreich als Biomarker fiir langsam proliferierende

Tumorstammzellen, die essentiell fiir die Erhaltung des Tumors waren, nutzen. Sie stellten

aber auch fest, dass die Expression von JARIDIB iiber die Zeit dynamisch ist und auch
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JARID1B-negative Zellen mit einiger Verzdgerung einen JARID1B-positiven Tumorstamm-
zellphdnotyp erlangen. Als Konsequenz formulierten sie ein Modell der dynamischen
Stammzellen, bei dem alle differenzierten Zelltypen des Tumors bei geeigneten Umwelt-
bedingungen zu einem Tumorstammzellphénotyp zuriickkehren kénnen “® (Abb. 5A).

(63) (64-66)

Auch in weiteren Studien an Kolonkarzinomen und Brustkrebs wurden
entsprechende Beobachtungen gemacht. Fiir die Regulation dieser Dynamik wurde eine
»Stammzellnische postuliert, die durch eine spezielle Komposition von Faktoren (Blutver-
sorgung, Stromazellen, extrazelluldre Matrix, Wachstumsfaktoren, Zytokine) fiir die Initiation

und den Erhalt der Tumorstammzellen notwendig ist D (Abb. 5C).

Das Tumorstammzellmodell ist auch unter Beriicksichtigung der Plastizitét nicht in der Lage

allumfassend die Tumorbiologie zu erkldren. So kdnnen heterogene Verteilungsmuster von

somatischen Mutationen in Tumoren ©®

(69)

sowie das Auftreten von genetisch unterschiedlichen
Tumorstammzellpopulationen am besten mit Hilfe des Modells der klonalen Evolution
erklart werden. Daher geht man mittlerweile von kombinierten Modellen aus, welche die
Ansitze des hierarchischen und des plastischen Tumorstammzellmodells sowie des Modells

der klonalen Evolution integrieren ®*’” (Abb. 5B).

1.3.4 Therapeutische Konsequenzen des
Tumorstammzellmodells

Unter der Annahme des klassischen Tumorstammzellmodells wiirde eine Chemotherapie,
welche schnell teilende Zellen durch DNA-Schidigung totet (mit Cisplatin, 5-Fluorouracil,
Taxol und anderen Agenzien) zwar den Grof3teil der Tumorzellen zerstoren, jedoch nicht die
sich langsam teilenden, resistenten Tumorstammzellen (Abb. 6A). Diese miissten mit alter-
nativen Therapieansidtzen, welche spezifisch auf Tumorstammzellen wirken, angegriffen
werden >V Da die Tumorstammzellen essentiell fiir den Erhalt des Tumorwachstums sind,
wiirde es nach dem strikt hierarchischen Modell ausreichen, allein die Tumorstammzellen zu
zerstoren und somit dem Tumor seine Regenerationsfahigkeit zu nehmen, wodurch er
einginge (Abb. 6B).

Durch die erweiterten Modelle, die eine Plastizitit des Tumorstammzellkompartiments
beschreiben, wird jedoch nahe gelegt, dass auch Nichttumorstammzellen zu Tumor-
stammzellen wandelbar sind und so die verlorene Population ersetzbar ist. Die unmittelbare
Konsequenz aus diesen flexiblen Modellen ist, dass eine erfolgreiche Therapie sowohl eine
klassische, auf schnell teilende Tumorzellen ausgerichtete, als auch eine gegen die
Tumorstammzellen gerichtete Komponente enthalten muss ®*%*’” (Abb. 6C und D). In

beiden Fillen ist es ndtig, eine gezielte Therapieoption fiir Tumorstammzellen zu entwickeln,
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die zusammen mit der klassischen Chemotherapie eingesetzt werden kann. Dazu miissen
Identifikationsmarker und Zielstrukturen fiir Tumorstammzellen, die von der klassischen
Chemotherapie ausgespart werden, gefunden werden.
Pra- Post-
therapeutisch therapeutisch Rezidiv

Chemotherapie

E konventionell
A @ g = =
£ =
o o
& N
= E
2 E
s 5
% 5 TSZ-spezifisch
B E = fie== =l
° TSZ-spezifisch
c o
- =g =" 4
m —
t §
2 £
-
o £
o kombiniert .

. Tumorstammzellen (TSZ) OOO Nicht-TSZ-Tumorzellen 90 Zelltod

Abb. 6: Implikationen der Tumorstammzellhypothese fiir die Chemotherapie. A) Durch eine kon-
ventionelle Chemotherapie, die schnell teilende Zellen zerstort, wird die Hauptmasse der
Tumorzellen getroffen aber die Tumorstammzellen (TSZ) iiberleben und fiihren zum Rezidiv.
B) Unter Annahme des hierarchischen Tumorstammzellmodells geniigt die gezielte Zerstdrung der
Tumorstammzellen um den Tumor seiner Regenerationsféahigkeit zu berauben. In der Folge geht
der Tumor zugrunde. C) Durch das integrierte Tumorstammzellmodell wird impliziert, dass bei
alleiniger Zerstorung der Tumorstammzellen sich diese aus den verbleibenden Tumorzellen
regenerieren und so der Tumor fortbesteht. D) Um unter diesen Bedingungen eine erfolgreiche
Therapie durchfithren zu konnen, miissen kombinierte Therapiekonzepte erarbeitet werden, die
sowohl die differenzierten Tumorzellen als auch die Tumorstammzellen treffen. Adaptiert aus
Vermeulen et al. (2012) 7V,
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1.3.5 Tumorstammzellen beim Magenkarzinom
Die Identitdt der normalen Gewebsstammzellen der Magenschleimhaut ist noch unklar. Die
gingige Theorie, dass diese in der Isthmusregion zwischen den sich schnell teilenden transit

amplifying cells residieren

wurde fiir die Pylorus- und Antrumregion zunéchst in Frage
gestellt, da in einem Mausmodell alle Zellen der Magenschleimhaut direkte Nachfahren von
sich dauerhaft teilenden LGRS5-positive Stammzellen des Driisengrunds waren. Daneben gibt
es jedoch auch ruhende Stammzellen, die Nachfahren dieser LGRS5-positiven Zellen zu sein
scheinen und bei Verletzung reaktiviert werden, um moglicherweise die LGRS5-positiven
Stammzellen zu erneuern ©®. Fiir das intestinale LGR5-Stammzellkompartiment wurde ein

solcher ,,Reserve-Stammzell“~-Mechanismus kiirzlich beschrieben 7).

LGR5-positive Stammzellen konnten auch der Ursprung von Tumorstammzellen des

)

Magenkarzinoms im Antrum sein ', aber auch eingewanderte Knochenmarksstammzellen

wurden im Mausmodell als méglicher Ursprung von Magentumoren identifiziert 7.

Versuche zur Identifizierung von Tumorstammzellen des Magens lieferten unterschiedliche,
teils widerspriichliche Ergebnisse. In Magenkarzinomzelllinien wurden CD44-positive Zellen
als potentielle Tumorstammzellpopulation identifiziert. In der gleichen Studie waren CD133,
CD24 und andere Marker nicht geeignet 7. Zhang ef al. (2011) identifizierten eine CD44-
und CD24-doppeltpositive potentielle Tumorstammzellpopulation in einer Magenkarzinom-
zelllinie und in humanen Tumoren "”. Der Eignung von CD44 und CD133 als Marker fiir
Magenkarzinom-Tumorstammzellen widerspricht eine Studie an primiren Magenkarzinom-
zellen 7. In einem aktuellen Review werden insgesamt 22 potentielle Marker und Marker-
kombinationen fiir normale Stammzellen und Tumorstammzellen des Magens genannt ),

Die Frage nach den (Tumor-) Stammzellen des Magens bleibt daher noch ungeldst.
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1.4 Identifikation und Charakterisierung von
Tumorstammzellen

1.4.1 Oberflachenmarker

Bei der Suche nach geeigneten Markern fiir Tumorstammzellen wurden besonders
Oberflachenmarker untersucht, da sie eine FACS-basierte Expressionsquantifizierung und
Sortierung von vitalen Zellen ermoglichen. Diese potentiellen Tumorstammzellmarker
wurden vorrangig danach ausgesucht, wie gut sie die Tumorzellen in tumorinitiierende und
nichttumorinitiierende Zellpopulationen einteilen (Surrogatmarker) und nicht funktionell
bewertet. Der Oberflichenmarker CD133 zum Beispiel wird seit 2003 als Tumorstammzell-

marker in vielen Untersuchungen eingesetzt **

, jedoch wurden erst 2012 direkte Funktionen
(Interaktionen mit dem Wachstumsfaktor VEGF) fiir dieses Protein bestimmt ®". Im Magen-
karzinom scheint dieser Marker nach neuesten Erkenntnissen nicht geeignet zu sein um

Tumorstammzellen zu identifizieren 7®

, ist aber mit dem Differenzierungsgrad des Tumors
assoziiert ®. Dies verdeutlicht, dass Surrogatmarker fiir den jeweiligen Tumortyp, fiir den sie
gefunden wurden gut einsetzbar sind um tumorinitiierende Zellen zu identifizieren,
gleichzeitig ist ihre Ubertragbarkeit auf andere Tumorentititen oder sogar auf andere

Patientenkollektive innerhalb einer Tumorgruppe sehr limitiert ®3),

Andere fiir die Analyse von Tumorstammzellen wichtige Oberflichenmarker sind CD44 und
CD24. CD44 ist ein transmembrandres Glykoprotein und dient als Rezeptor fiir Hyaluron-
sdure und andere extrazellulire Matrixbestandteile ®. Die CD44-Proteinexpression wurde
fiir viele Tumorerkrankungen, darunter Brust- und Magenkarzinome, als Tumorstammzell-
marker eingesetzt, oft in Kombination mit anderen Markern wie CD24 (7685.86) g gibt jedoch
gewebs- und tumorspezifische Unterschiede, ob eine hohe oder eine niedrige Expression von
CD24 die potentiellen Tumorstammzellen charakterisiert ®**”. Funktionell hat CD44 Einfluss
auf die Chemotherapieresistenz, Metastasierung und Proliferation von Tumorzellen. Aufgrund
der vielféltigen Modifikationen und Spleif3varianten von CD44 sind diese Funktionen jedoch
zum Teil gewebs- oder tumorspezifisch. CD24 ist in vielen Tumoren stark exprimiert und
kann unter anderem als Ligand flir P-Selektin dienen, wodurch die Extravasation von

metastasierenden Tumorzellen erleichtert wird ¢%%7),

CD34-Positivitit bei gleichzeitiger CD38-Negativitit (CD34™"Y/CD38™#"Y) wurde bereits
1994 als Marker fiir himatoonkologische Tumorstammzellen beschrieben ®%_ Diese Marker-
kombination ist fiir die Anreicherung von Tumorstammzellen in der akuten myeloischen

Leukdmie (AML) weitestgehend akzeptiert, es werden jedoch noch weitere, verfeinerte
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Markerkombinationen untersucht ®”. CD34 wird auch in Endothelien exprimiert und die

Expression in TumorgefiBen ist mit der Progression von Magenkarzinomen verkniipft “%.

1.4.2 Transkriptionsfaktoren
Einen wichtigen Ansatz zur Identifikation von potentiellen Tumorstammzellen bietet die
Auswahl anhand der Expression von Markern, die exklusiv in Stammzellen des jeweiligen
Normalgewebes exprimiert werden oder an Signalwegen beteiligt sind, welche fiir die
Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften oder fiir die embryonale Differenzierung

notwendig sind.

Die Transkriptionsfaktoren POUSF1, Nanog und SOX2 sind gemeinsam fiir die Regulation
dieser Prozesse in embryonalen Stammzellen von herausragender Bedeutung ©'*". POU5F1
wird fast ausschlieBlich in Stammzellen wihrend der Entwicklung exprimiert und reguliert

die Pluripotenz von Stammzellen %"

. Im nichtkleinzelligen Lungenkarzinom und im
Adenokarzinom der Lunge waren die Tumorstammzelleigenschaften von CD133-positiven
Zellen abhiingig von der POUSFI-Expression ©**Y. Als direkter Marker fiir potentielle

Tumorstammzellen wurde POUSF1 in Ovarialkarzinommodellen eingesetzt .

Nanog hemmt die Differenzierung von Stammzellen und spielt somit eine wichtige Rolle in
der Embryogenese “”. Im Prostatakarzinom wird Nanog verstirkt in potentiellen Tumor-
stammzellen exprimiert und ist fiir die Tumorbildung von Prostata-, Brust- und Kolon-

karzinomzellen von Bedeutung ©7”.

SOX2 ist als Transkriptionsfaktor auch an der Expressionsregulation von POUSF1 beteiligt.
Die Expressionshohe dieser Gene zusammen bestimmt die Differenzierung von embryonalen
Stammzellen ®?. Ein vergleichbarer regulativer Einfluss wurde fiir potentielle Tumorstamm-
zellen im Adenokarzinom der Lunge beschrieben. Hier bildeten POUSFI1, B-Catenin und
SOX2 einen Komplex, der essentiell fiir den Erhalt des onkogenen Potentials ist ©¥. Auch in
potentiellen Tumorstammzellen des Magens wurde eine erhohte SOX2-Genexpression

festgestellt ©8),

Neben den drei genannten sind noch eine Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren mit der
Regulation von (Tumor-) Stammzellen assoziiert. Zu diesen gehoren LIN28 ©V, BMII ©9)
KLF4 und MYC .
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1.4.3 Signalwege

Fir die Regulation von Wachstum und Differenzierung von Stammzellen sind drei

Signalwege von zentraler Bedeutung: der Wnt-Signalweg %'V, der (102)

(103,104)

Notch-Signalweg
und der Hedgehog-Signalweg

1.43.1 Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg scheint in besonderem Male fiir die gastrointestinale Stammzellfunktion

bedeutsam zu sein %

und auch andere Stammzellkompartimente werden Wnt-abhéngig
reguliert "%, Stérungen im Wnt-Signalweg fiihren zu verinderter Wachstumsregulation und
kénnen Tumorwachstum hervorrufen '°?. Die membrangebundenen Rezeptoren des Signal-
wegs sind die Frizzled-Proteine (FZD). Eine vermehrte Expression von FZDI wurde in
chemoresistenten Neuroblastomzellen gefunden und damit eine Verbindung zwischen dem
Whnt-Signalweg und Chemoresistenz hergestellt '°”. Extrazellulire negative Regulatoren des
Wnt-Signalwegs sind Secreted frizzled-related proteins (SFRP) sowie die Dickkopf-
homologue (DKK)-Proteine. Sie inhibieren den Wnt-Signalweg durch kompetitive Bindung
der Liganden beziehungsweise durch Inhibition und Internalisierung der Korezeptoren (Low-
density lipoprotein receptor-related proteins, LRP). Besonders DKK3 scheint wichtige
Funktionen als Tumorsuppressor auszuiiben '**!'°® Die intrazellulire Regulation des Wnt-
Signalwegs erfolgt liber den B-Catenin-Zerstorungskomplex, welcher im Wesentlichen aus
dem Geriistprotein Axin, den Tumorsuppressoren APC und WTX und den Serin/Threonin-
Kinasen GSK3A/B und CK1a/8 besteht '”. Die Funktionsweise dieses Komplexes besteht
darin, dass der zentrale Transkriptionsfaktor B-Catenin im Zytoplasma an den Komplex
gebunden wird und durch Phosphorylierung in einem Degradationsmotiv zum proteasomalen
Abbau gefiihrt wird 199 Purch Aktivierung des Wnt-Signalwegs wird der Zerstorungs-
komplex aufgelost und es kommt zur Stabilisierung von B-Catenin, welches sich frei im
Zytoplasma akkumuliert und in den Kern transloziert. Dort wirkt B-Catenin auf die
Expression von verschiedenen relevanten Zielgenen, wie den Zellzyklusregulatoren
Cyclin D1 und den Transkriptionsfaktor MYC, welche als Onkogene bekannt sind (60.109)
Weitere Proteine, deren Expression durch den Wnt-Signalweg gesteuert wird, sind ASCL2
und LGR5. ASCL2 ist ein Differenzierungsregulator von intestinalen Stammzellen *'?.
LGRS ist ein zuverlissiger Marker fiir gastrointestinale Stammzellen '°" und LGR5-positive
Zellen konnten die Ursprungszellen fiir intestinale Karzinome sein i, Gleichzeitig wirken
LGRS und das strukturell dhnliche LGR4 als Rezeptoren fiir R-Spondin aktivierend auf den

Wht-Signalweg ein 2.
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1.43.2 Der Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg spielt in der Embryonalentwicklung, Proliferationsregulation,
Differenzierung und Apoptose eine entscheidende Rolle. Da bei diesem Signalweg sowohl die
Liganden (Jagged, JAG und Delta-like, DLL) als auch die Rezeptoren (Neurogenic locus
notch homolog protein, Notch) membrangebunden vorliegen wird der Signalweg nur bei
direkten Zell-Zell-Interaktionen aktiviert. Nach der Ligandenbindung wird die extrazelluldre
Domine des Rezeptors durch ADAMI0/ADAMI17 abgespalten. Das in der Membran
verankerte Teilstlick NEXT (Notch extracellular truncation) wird durch den y-Sekretase-
Komplex erneut gespalten, wodurch die Notch intracellular domain (NICD) freigesetzt wird.
NICD transloziert in den Nukleus und wirkt dort als Transkriptionsfaktor zusammen mit einer
Reihe anderer Faktoren direkt auf die Expression der Notch-Zielgene ein '“*''¥). Notch-
Signale tragen gemeinsam mit dem Wnt-Signalweg zur Aufrechterhaltung des
Stammzellkompartiments und der normalen Zusammensetzung des intestinalen Epithels bei.
In intestinalen Epithelien fiihrt die Inhibition des Notch-Signalwegs zur vollstindigen
Differenzierung aller Epithelzellen zu sekretorischen Becherzellen !'¥. In der Embryonal-

entwicklung werden iiber Notch-Signale wichtige Segmentierungsprozesse gesteuert ',

In einer Reihe von Tumorerkrankungen ist die Aktivitit oder Expression von Komponenten
des Notch-Signalwegs mit einer Chemotherapieresistenz assoziiert, unter anderem bei der
Behandlung von Kolonkarzinomen mit platinbasierten Chemotherapeutika """ (fiir eine
Ubersicht, siche Wang et al. (2010) 1%y Weiterhin sind Notch-Signale, insbesondere durch
die Aktivierung von Notch2, fiir die Progression von pankreatischen intraepithelialen
Neoplasien (PanIN) zu duktalen Pankreaskarzinomen (PDAC) notwendig (19 Diese und
weitere dhnliche Beobachtungen haben dazu gefiihrt, dass der Notch-Signalweg sich auch im
Hinblick auf mogliche Tumorstammzellen zu einer interessanten therapeutischen Zielstruktur

entwickelt 1?9,

1.43.3 Der Hedgehog-Signalweg
Der Hedgehog-Signalweg wird durch Bindung von Sonic- (SHH), Indian- (IHH) oder Desert-
hedgehog (DHH) an einen Patched-Rezeptor (PTCHI1/2) aktiviert. Dadurch wird der
Signaltransduktor Smoothened (SMO) freigesetzt und dieser aktiviert {iiber die
Serin/Threonin-Kinase 36 die Gli-Transkriptionsfaktoren (GLI1/2/3). GLII, PTCHI und der
Notch-Ligand JA4G2 sind Zielgene des Hedgehog-Signalwegs. Durch Expression von Zell-
zykluspromotoren wie CCND2 und FOXM] fihrt die Aktivierung des Hedgehog-Signalwegs
zur Proliferation der betroffenen Zellen Y. Die Deregulation des Hedgehog-Signalwegs

oder seiner Komponenten wird in vielen Tumorerkrankungen beschrieben. Zu diesen gehdren
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(122)

Brust- "?", Pankreas- und Magenkarzinome "%, AuBerdem wird Hedgehog eine zentrale

Bedeutung fiir die Proliferation und den Erhalt von Tumorstammzellen zugeschrieben (2*'2).

1.4.4 Andere Tumorstammzellmarker
Als funktionelle Tumorstammzellmarker gelten ALDH1 und ABCG2. ALDHIAL1 ist eine
Isoform der Aldehyddehydrogenase 1, welche Retinol zu Retinolsdure umwandelt und
besonders in hématopoetischen Stammzellen hoch exprimiert wird. Die katalytische
Eigenschaft von ALDH1A1 wird fiir einen fluoreszenzbasierten Nachweis genutzt und konnte
in mehreren Studien zur Isolation von Tumorstammzellen eingesetzt werden ®*'?%. Eine
Studie an akuter myeloischer Leukédmie (AML) kam jedoch zu dem Schluss, dass eine Gruppe
von CD34"'"/CD38™#"_Zellen mit einer intermediiren ALDH-Aktivitit die
Tumorstammzellen beschrieb, wéihrend eine hohe Aktivitit den normalen hdmatopoetischen

Stammzellen vorbehalten war ¢,

Die 48 bekannten ATP-binding cassette (ABC)-Transporter sind fiir den aktiven zelluldren
Export von verschiedenen endogenen und exogenen Substanzen verantwortlich. Zu den
Substraten gehoren auch viele Chemotherapeutika, die besonders von ABCB1, ABCC1 und
ABCG?2 exportiert werden, so dass die Expression dieser ABC-Transporter in Tumoren einen
multidrug-resistance (MDR)-Phinotyp verursacht '*'*® Besonders ABCG2 wird oft mit
anderen Tumorstammzellmarkern koexprimiert und ist fiir den Export von Hoechst33342 in

der Analyse von side-populations mitverantwortlich (siche Abschnitt 1.4.5.2) %%,

1.4.5 Nachweis und Anreicherung von Tumorstammzellen

1.45.1 Xenotransplantation
Als Standard fiir die Uberpriifung der Tumorinitiationsfihigkeit gilt die Xenotransplantation
von potentiellen Tumorstammzellen in immundefiziente non obese diabetic/severe combined
immunodeficiency (NOD/SCID)-Méuse im Vergleich mit Nichttumorstammzellen. Die
potentiellen Tumorstammzellen werden dann als solche angesehen, wenn die Anzahl der
Zellen, die bendtigt wird um Tumorwachstum hervorzurufen erheblich kleiner ist, als die
benétigte Anzahl der iibrigen Zellen des Tumors (Nichttumorstammzellen) ®**%. AuBerdem
sollte der entstehende Tumor die Heterogenitét des Ausgangstumors widerspiegeln. Dies wird
oft mit der erneuten Ungleichverteilung der eingesetzten Tumorstammzellmarker belegt,
wobei Shackleton ef al. (2009) anmerken, dass genetische und epigenetische Heterogenitét

(59)

bisher nicht beriicksichtigt wurden Insgesamt wird die Tumorinitiation nach

Xenotransplantation als Tumorstammzelltest zunehmend kritisch gesehen, da Unterschiede in
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der Tumorumgebung zwischen Transplantat und Ursprungstumor nicht vorhersehbar sind.
Auch existieren verschiedene Protokolle, die zu abweichenden Ergebnissen fithren kénnen.
So besitzen auch NOD/SCID-Miuse noch eine Restimmunaktivitit, welche das Wachstum
der Tumorzellen inhibieren kann und zu einer erheblichen Unterschitzung der Tumor-

(130)

initiationsfahigkeit filhren kann ', AuBlerdem sind Wachstumsfaktoren und -rezeptoren

zwischen Maus und Mensch nur bedingt kompatibel und miissen unter Umstinden zugegeben

werden (131’132).

1.45.2 Side-populations
Side-population (SP)-Zellen werden dadurch charakterisiert, dass sie in der Lage sind einen
DNA-Farbstoff (Hoechst33342) mit Hilfe von ABC-Transportern auszuschleusen, wodurch
sie im Durchflusszytometer von den nicht-SP-Zellen differenzierbar sind. Urspriinglich wurde
beobachtet, dass Knochenmarks-SP-Zellen von Mausen ein ca. 1000-fach hoheres Potential
fiir die Wiederherstellung des Knochenmarks von bestrahlten Méusen aufwiesen als nicht-SP-
Zellen. Damit konnte gezeigt werden, dass hdmatopoetische Stammzellen zu den SP-Zellen
gehoren *?. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass SP-Zellen von verschiedenen
Tumoren Tumorstammzelleigenschaften aufweisen. Die fiir den SP-Phénotyp verant-
wortlichen Transportproteine sind auch fiir die Auspriagung der putativen Tumorstammzell-
eigenschaft ,,erhohte Chemoresistenz® mitverantwortlich (6134131 "Durch die Vielzahl der
Transporter der ABC-Familie, welche fiir den SP-Phénotyp verantwortlich sein kdénnen, ist

die Anreicherung von Tumorstammzellen iiber diese Methode breit einsetzbar .

1.45.3 Tumorsphiroide
Tumorsphiroide sind dreidimensionale, adhédrenzfreie in vitro-Kulturmodelle fiir Tumor-
zellen. Sie wurden entwickelt um eine bessere Annéherung der Kulturbedingungen an den
lebenden Organismus zu erreichen, um so zum Beispiel bessere Vorhersagen iiber die
Wirksamkeit von Chemotherapeutika treffen zu kénnen *¥. Tumorsphiroide werden mit
verschiedenen Techniken hergestellt. Zum Beispiel mechanisch durch kreisende Bewegungen
der Kulturschalen oder mit spezifischen Mediumszusétzen wie EGF (epithelial growth factor)
und bFGF (basal fibroblast growth factor), welche eine spontane Formation der Sphéroide
bewirken koénnen *”. Im Zusammenhang mit dem Tumorstammzellmodell werden Tumor-
sphéroide genutzt, um die Tumorinitiationsfahigkeit von Zellen zu iiberpriifen ohne auf ein
Tiermodell zuriickzugreifen. Nur ein geringer Anteil der Tumorzellen, ndmlich die Tumor-
stammzellen, sollten demnach zur Sphéroidbildung fahig sein, wahrend die iibrigen Zellen in

den adhirenzfreien Bedingungen nicht oder nur beschrinkt proliferieren *?),
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1.5 Fragestellung
Neoadjuvante Behandlungsschemata, wie sie beim lokal fortgeschrittenen Magenkarzinom
eingesetzt werden, bieten die einzigartige Mdoglichkeit Tumorzellen vor und nach einer
Chemotherapie zu untersuchen. Nicht alle Patienten profitieren in der gleichen Weise von der

Therapie und es verbleiben unterschiedlich grofle Anteile von Resttumorzellen.

Das Tumorstammzellmodell geht davon aus, dass eine Subpopulation der Tumorzellen, die
sich durch ihr Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotenzial sowie erhohte Chemo-

resistenz auszeichnet, das Tumorwachstum aufrechterhélt. Entsprechend sollte

1) eine hohere Expression von tumorstammzellassoziierten Genen im Residualtumor mit

einer schlechteren Prognose fiir den Patienten einhergehen und

2) Tumorstammzellen in den Residualtumoren gegeniiber dem prétherapeutischen Tumor

angereichert sein.

Die vorliegende Arbeit hatte die molekulare Charakterisierung dieser Aspekte der Tumor-

stammzellhypothese in neoadjuvant chemotherapierten Magenkarzinomen zum Ziel:

1) Expressionsanalyse tumorstammzellassoziierter Gene in den residualen Tumorzellen, um
mogliche Zusammenhédnge zwischen der Expression dieser Gene und den klinisch-

pathologischen Daten der untersuchten Patienten zu finden.

2) Vergleichende Expressionsanalysen in korrespondierenden pri- und posttherapeutischen
Tumorproben, die auf eine Anreicherung von Tumorstammzellen in den residualen

Tumorzellen hindeuten konnten.

Die Befunde aus den in vivo-Untersuchungen sollten in vitro auf Hinweise fiir funktionelle

Zusammenhédnge iiberpriift werden:

3) Etablierung und Anwendung geeigneter Testsysteme fiir die Untersuchung von Tumor-

stammzelleigenschaften in Magenkarzinomzelllinien

4) Uberpriifung des Einflusses ausgewihlter Gene auf die Chemosensitivitit von Magen-
karzinomzelllinien durch RNA-Interferenz-basierte Herunterregulation der Gen-

expression.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Tumoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Tumorproben von neoadjuvant chemotherapierten
Magenkarzinomen stammen aus einem Gesamtkollektiv von 480 Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Magenkarzinom. Die Patienten wurden in den Jahren von 1991 bis 2007 im
Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitit Miinchen mit einem Platin/5-Fluoro-
uracil-basierten, neoadjuvanten Chemotherapieprotokoll behandelt. Das histopathologische
Ansprechen der Tumoren auf die Therapie (Tumorregression) wurde nach einem
standardisierten Protokoll evaluiert und anhand des Anteils residualer Tumorzellen im
Tumorlager in drei Tumorregressionsgrade (TRG) eingeteilt ©"*'*)  TRG3 umfasste
Tumoren mit mehr als 50 % Residualtumor, Tumoren mit 10 bis 50 % Residualtumor wurden
als TRG2 und Tumoren mit weniger als 10 % Residualtumor im Tumorlager wurden als
TRGI1b eingestuft. Tumoren mit totaler Tumorregression (kein Residualtumor) wurden mit
TRG1a bezeichnet.

Insgesamt 129 der 480 Patienten wiesen Tumoren mit TRG2 auf. Die posttherapeutischen
Resektate von 63 dieser Patienten wurden in dieser Arbeit im Rahmen eines Genexpressions-
screenings untersucht (Tab. 1). Haupteinschlusskriterien waren die Verfiigbarkeit von
geniligend Tumormaterial, sowie der Abschluss von mindestens 50 % der geplanten Chemo-
therapie. Der Vergleich der klinischen Parameter vor der Chemotherapie zwischen den 63
untersuchten und 66 nicht untersuchten Patienten ergab keine signifikanten Unterschiede in
der Verteilung von Geschlecht, Alter, Tumorlokalisation und histologischem Subtyp nach
Laurén (Tab. 2).
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Tab. 1: Patientencharakteristika und Behandlungsschemata der Patienten mit Tumoren mit TRG2,
welche in der Screening-Analyse untersucht wurden

Variable Kategorie n (%)
Patienten 63 (100)
Alter [a] Median 57,6
Spanne 35,0-73,0
Geschlecht Weiblich 16 (25)
Miénnlich 47 (74)
Lokalisation Proximal 43 (68)
Medial 12 (19)
Distal 7(11)
Gesamter Magen 1(1)
Laurén-Klassifikation Intestinal 24 (38)
Nichtintestinal 39 (61)
Differenzierungsgrad G1+2 5()
G3 58 (92)
Neoadjuvante Chemotherapie PLF ' 48 (76)
OLF* 3(4)
E-PLF’ 4(6)
T-PLF * 8 (12)
Resektionskategorie RO 53 (84)
R1 10 (15)
ypT Kategorie® ypT0-2 46 (73)
ypT3+4 17 (27)
ypN Kategorie® ypNO 24 (38)
ypN1-3 39 (61)
ypM Kategorie ypMO 52 (82)
ypM1 11(17)

! Prioperatives Chemotherapie-Protokoll Platin-Leucovorin-Fluorouracil: zwei Zyklen, jeweils bestehend aus
Cisplatin (50 mg/m°Kérperoberfliche (m”KO)) in Woche 1, 3 und 5 und sowohl Leucovorin (500 mg/m*KO) als
auch 5-Fluorouracil (2000 mg/m°’KO) in Woche 1 bis 6; * Oxaliplatin-Leucovorin-Fluorouracil: Oxaliplatin
(85 mg/m’KO) ersetzt Cisplatin in PLF; * PLF mit zusitzlicher Epirubicin-Behandlung (30 mg/m2K0) in Woche
2, 4, und 6; * PLF mit zusitzlicher Paclitaxel- (85 mg/m?KO) oder Docetaxel-Behandlung (40 bis 50 mg/m2KO)
in Woche 1, 3, und 5; 5 TNM Classification of Malignant Tumors, 6th Edition, UICC

Die Zeitrdume der Nachsorge und des Uberlebens, als klinischer Endpunkt der Studie, wurden
ab dem Beginn der Chemotherapie bis zum letzten Kontakt mit dem Patienten beziehungs-
weise bis zum Todesdatum (alle Ursachen) berechnet. Die mediane Nachsorgezeit betrug
77,1 Monate (mo) (Spanne: 28,5 - 08,5), das mediane Gesamtiiberleben betrug 50,9 mo
(Spanne: 4,5 -108,5, 95 % KI: 25,6 -76,3). 37 von 63 Patienten waren zum Ende der
Nachsorgezeit verstorben. Diese Fallzahl und Anzahl der Ereignisse waren ausreichend grof3

um die in dieser Arbeit untersuchten Parameter zu schitzen (41!*?,
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Tab. 2: Vergleich der untersuchten und nicht untersuchten Patienten mit Tumoren mit TRG2
Untersucht Nicht untersucht

Variable Kategorie n (%) n (%) p'

Patienten 63 (100) 66 (100)

Alter [a] Median 58 58 0,459*
Spanne 35-73 35-75

Geschlecht Weiblich 16 (25) 20 (30) 0,535
Miénnlich 47 (74) 46 (70)

Tumor Lokalisation Proximal 43 (68) 34 (52) 0,053
Andere 20 (32) 32 (48)

Laurén-Klassifikation  Intestinal 24 (38) 31 (47) 0,308
Nichtintestinal 39 (61) 35 (53)

!y*-Test, > Mann-Whitney U-Test

Fir die vergleichenden qRT-PCR-basierten Analysen wurden korrespondierende
pritherapeutische Biopsien und posttherapeutische Resektate von jeweils 22 Patienten mit
Tumoren mit TRG2 und TRG3 ausgewdhlt. Die Resektate der Tumoren mit TRG2 wurden
auch in der vorangegangenen Screening-Analyse untersucht. Fir die folgenden
immunhistochemischen Analysen wurden zusétzlich 22 Patienten mit Tumoren mit TRG1b
ausgewdhlt. Als Kontrolle dienten hierbei Biopsien und Resektate von 16 Tumoren, welche
primidr reseziert wurden (keine Chemotherapie) (Tab. 3). Das Auswahlkriterium war die

Verfligbarkeit korrespondierender pri- und posttherapeutischer Tumorproben.

Ein zusitzliches Patientenkollektiv wurde zusammengestellt, um geeignete Referenzgene fiir

die Genexpressionsanalysen zu bestimmen (Tab. 4).

Die Nutzung und Untersuchung der Gewebeproben in dieser Studie wurde von der
Ethikkommission der Technischen Universitit Miinchen zugelassen (Referenznummer:
2158/08) und die Einwilligung der Patienten wurde entsprechend der Institutsregularien
eingeholt.
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Tab. 3: Patientencharakteristika und Behandlungsschemata der Patienten mit Tumoren mit
TRG1b, TRG2 und TRG3 sowie primér resezierten Tumoren welche in den differentiellen
Expressionsanalysen untersucht wurden
TRG1b TRG2 TRG3 Keine CTx
Variable Kategorie n (%) n (%) n (%) n (%)
Patienten 22 (100) 22 (100) 22 (100) 16 (100)
Alter [a] Median 60,9 60 61,8 60,5
Spanne 442 — 78,8 39,2 -73,0 40,3 -77,6 39,5-78,9
Geschlecht Weiblich 3(14) 8 (36) 5(23) 7 (44)
Minnlich 19 (86) 14 (64) 17 (77) 9 (56)
Lokalisation Proximal 17 (77) 20 (91) 16 (73) 1 (6)
Medial 2(9) 1(5) 3 (14) 8 (50)
Distal 3(14) 1 (5) 29 5(31)
Gesamter Magen 0(0) 0(0) 1(5) 2 (13)
Laurén- Intestinal 13 (59) 8 (36) 10 (45) 2 (13)
Klassifikation Nichtintestinal 9 (41) 14 (64) 12 (55) 14 (88)
Differenzierungs- G1+2 9(41) 1(5) 4 (18) 1 (6)
grad G3 13 (59) 21 (95) 18 (82) 15 (94)
Neoadjuvante PLF' 19 (86) 21 (95) 22 (100) 0(0)
Chemotherapie OLF * 2 (9) 1(5) 0 (0) 0 (0)
E-PLF* 1(5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
T-PLF * 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Resektions- RO 20 (91) 18 (82) 16 (73) 11 (69)
Kategorie R1 2(9) 4 (18) 6 (27) 5@31)
ypT Kategorie® ypT0-2 20 (91) 15 (68) 15 (68) 1 (6)
ypT3+4 209 7(32) 7(32) 15 (94)
ypN Kategorie® ypNO 6 (27) 9 (41) 4 (18) 5@31)
ypN1-3 16 (73) 13 (59) 18 (82) 10 (63)
Unbekannt 0(0) 0(0) 0(0) 1 (6)
ypM Kategorie ’ ypMO 18 (82) 17 (77) 17 (77) 3 (19)
ypM1 2(9) 5(23) 5(23) 3 (19)
Unbekannt 2(9) 0(0) 0(0) 10 (63)

" Prioperatives Chemotherapie-Protokoll Platin-Leucovorin-Fluorouracil: zwei Zyklen, jeweils bestehend aus
Cisplatin (50 mg/m*KO) in Woche 1, 3 und 5 und sowohl Leucovorin (500 mg/m’KO) als auch 5-Fluorouracil
(2000 mg/m*KO) in Woche 1 bis 6; > Oxaliplatin-Leucovorin-Fluorouracil: Oxaliplatin (85 mg/m°’KO) ersetzt
Cisplatin in PLF; * PLF mit zusitzlicher Epirubicin-Behandlung (30 mg/m?KO) in Woche 2, 4, und 6; * PLF mit
zusétzlicher Paclitaxel- (85 mg/m?KO) oder Docetaxel-Behandlung (40 bis 50 mg/m*KO) in Woche 1, 3, und 5;
> TNM Classification of Malignant Tumors, 6th Edition, UICC, CTx: Chemotherapie
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Tab. 4: Patientencharakteristika des Kollektivs fiir die Bestimmung der Referenzgene
Variable Kategorie n (%)
Patienten 8 (100)
Laurén-Klassifikation Intestinal 3 (38)
Nichtintestinal 5(63)
Therapie Primér reseziert 7 (88)
Neoadjuvante CTx 1(13)
Lokalisation Proximal 4 (50)
Medial 3 (38)
Distal 1(13)
Gesamter Magen 0(0)
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2.2

Zelllinien

Tab. 5: Herkunft und Eigenschaften der verwendeten Zelllinien
Unter-
Zelllinie  Kategorie kategorie = Beschreibung
MKN1 Herkunft RIKEN BioResource Center (RIKEN BRC, Tsukuba,
Japan)
Bestellnummer RCB1003
Ursprung Patient 72-jahriger, mannlicher Asiat
Gewebe Lymphknotenmetastase eines Magenkarzinoms
Histologie des Adenosquamdses Karzinom des Magens
Primértumors
Morphologie der Epithelial; adhdrent; mehrzipflige Zellen; bildet lockere
Zellkultur und unscharf begrenzte Kolonien
Identititspriifung  Bestiitigte PIK3CA Exon 9 (c.1633G>A, p.E545K)
Mutationen  7p53 Exon 5 (c.428T>C, p.V143A) 14
Cell-ID™  Positiv
KATOIII  Herkunft European Collection of Cell Culture (ECACC, Port Down,
UK)
Bestellnummer 86093004
Ursprung Patient 55-jahriger, mannlicher Asiat
Gewebe Metastase eines Magenkarzinoms (Pleuraerguss)
Histologie des Schlecht differenziertes Siegelringzell-Karzinom des
Primértumors Magens
Morphologie der Kugelige Zellen; ca. 70 % adhérent; bildet lockere
Zellkultur Zellverbande
Identititspriifung  Bestiitigte CDHI Exon 7 (c.1008G>A; p.E336E) (149
Mutationen
Cell-ID™  Positiv
MKN28 Herkunft Dr. Wacheck, Fachbereich fiir klinische Pharmakologie
(Medizinische Universitidt Wien, Osterreich)
Bestellnummer -
Ursprung Patient 70 jahrige, weibliche Kaukasierin
Gewebe Lymphknotenmetastase eines Magenkarzinoms
Histologie des Moderat differenziertes, tubuldres Adenokarzinom des
Primértumors Magens
Morphologie der Epithelial; adhdrent; pflastersteinartig zusammenhéingende
Zellkultur Zellformationen; bildet dichte, scharf abgegrenzte
Kolonien
Identititspriifung  Bestiitigte ~ TP53 Mutation in Exon 7 (¢.751A>C; p.1251L) *
Mutationen

Cell-ID™

Positiv
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Unter-
Zelllinie  Kategorie kategorie  Beschreibung
AGS Herkunft European Collection of Cell Culture (ECACC, Port Down,
UK)
Bestellnummer 89090402
Ursprung Patient 54 jahrige , weibliche Kaukasierin
Gewebe Primértumor eines Magenkarzinoms
Histologie des Schlecht differenziertes, diffuses Adenokarzinom des
Primértumors Magens
Morphologie der Epithelial, adhérent, kantige Zellen, bildet dichte aber
Zellkultur unscharf begrenzte Kolonien

Identititspriifung  Bestiitigte KRAS Exon 2 (c.35G>A, p.Gly12Asp)
Mutationen CTNNB7 Exon 3 (c.101G>A; p.G34E)

CDH1 Exon 12(c.1733_1734insC; p.G579fs*9) ("*°
Cell-ID™ Positiv

SNUS Herkunft ATCC
Bestellnummer CRL-5973
Ursprung Patient 33 jahrige, weibliche Asiatin
Gewebe Metastase eines chemotherapierten Magenkarzinoms
(Aszitesfliissigkeit)
Histologie des Schlecht differenziertes Adenokarzinom des Magens
Primértumors
Morphologie der Kugelige Zellen, ca. 40 % adhérent, bildet sehr lockere
Zellkultur Zellverbande
Identititspriifung  Bestitigte  7P53 Intron 3 (c.783-2A>C) *®
Mutationen
Cell-ID™  Positiv
HS746T Herkunft ATCC
Bestellnummer HTB-135
Ursprung Patient 74 jéhriger, mannlicher Kaukasier
Gewebe Muskel-Metastase eines Magenkarzinoms
Histologie des Unbekannt
Primértumors
Morphologie der Adhiérent, mehrzipflige spindelférmige und unregelméfige
Zellkultur Zellformen, hauptsichlich individuelle Zellen, kaum
Koloniebildung

Identititspriifung  Bestitigte Nicht untersucht
Mutationen
Cell-ID™  Positiv
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Unter-
Zelllinie  Kategorie kategorie = Beschreibung
MKN45 Herkunft Prof. Ebert, 1. Medizinische Abteilung, (Klinikum rechts
der Isar, Miinchen)
Bestellnummer =
Ursprung Patient 62 jahrige, weibliche Asiatin
Gewebe Lebermetastase eines Magenkarzinoms
Histologie des Schlecht differenziertes, diffuses Adenokarzinom des
Primértumors Magens
Morphologie der Epithelial, adhdrent aber leicht ablosbar, kugelig bis
Zellkultur spindelformige Zellen bilden lockere, traubenartige
Kolonien
Identititspriifung  Bestitigte ~ CDH7 Exon 6 (c.821_832del12; p.G273_P276del) '
Mutationen
Cell-ID™  Positiv
HEK293T Herkunft Natalia Pellegata, Helmholtz Zentrum Miinchen,
Neuherberg
Bestellnummer 12022001 (ECACC)
Ursprung Patient Gesunder humaner Fotus
Gewebe Nierengewebe
Molekular- Transformiert mit SV40 grofes T-Antigen-Expressions-
biologische vektor "*® und DNA-Bruchstiicken von Adenovirus 5 47
Verinderungen
Morphologie der Adhérent, netzartig verzweigtes Wachstum
Zellkultur
Identititspriifung Bestitigte  Nicht untersucht
Mutationen
Cell-ID™ Nicht durchgefiihrt

! System zur Authentisierung humaner Zelllinien von Promega (Mannheim)
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2.3 Materialien

2.3.1 T aqMan® Low Density Arrays
TagMan"-basierte PCR-Systeme sind eine Variante der quantitativen real-time-PCR (qRT-

PCR), bei der zwischen den sequenzspezifischen Primern noch eine fluoreszenzmarkierte
Sonde an die Matrize bindet. Durch Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) zwischen
den Fluorophoren (Reporter und Quencher) an der intakten Sonde wird die Fluoreszenz
unterdriickt. Wéihrend der PCR-Reaktion wird die gebundene Sonde durch die Taq-Poly-
merase degradiert, wodurch die FRET-Wirkung aufgehoben wird. Die Emission der freien
Reporter kann nach jedem Zyklus gemessen werden und hingt unterhalb eines Sattigungs-

bereichs proportional von der Menge amplifizierter DNA ab.

TagMan®™ Low Density Arrays (TLDAs) sind spezielle Reaktionskarten (Arrays) flir die
Durchfiihrung einer groen Anzahl paralleler qRT-PCRs. Jede Karte hat 384 Reaktions-
kammern von jeweils 1 ul Volumen. Jeweils 48 Reaktionskammern stehen mit einem
Fiillkanal in Verbindung, der in einer der acht Ladekammern endet. In den Reaktions-
kammern sind Primer und Sonden fiir die spezifische Amplifikation und Detektion der
cDNAs aufgedampft (4ssays) und werden geldst, wenn die mit dem Master-Mix versetzten
Proben aus den Ladekammern durch die Kanéle in die Kammern zentrifugiert werden. Durch
die variable Zusammenstellung der 4ssays konnen von 12 verschiedenen Assays in Vierfach-
bestimmung fiir acht Proben bis zu 384 Assays in Einzelbestimmung fiir eine Probe auf jeder

Karte gemessen werden.

2.3.1.1 Kriterien fiir die Auswahl von A4ssays fiir TLDA-basierte
Genexpressionsanalysen

Alle Assays fir die Genexpressionsanalysen wurden aus den vorkonzipierten Testsystemen
von Applied Biosystems (Darmstadt) zusammengestellt. Standen mehrere Testsysteme fiir ein
Gen zur Verfiigung wurden Assays ausgewihlt, welche die Konsensussequenz des jeweiligen
Transkripts und moglichst viele Spleilvarianten der mRNA erfassten. Dabei wurden
bevorzugt Assays ausgewihlt, deren Sonde iiber eine Exongrenze hinweg bindet (4ssay 1D
endet auf ,, m1*). Dadurch wird verhindert, dass Verunreinigungen mit genomischer DNA
(gDNA) zu Signalen in der PCR filihren. Zweite Wahl waren ,, gl“-Assays, welche unter
Umstdnden auch gDNA amplifizieren konnen, da sie sehr kurze Intronsequenzen {iberspannen
oder ein Primer und die Sonde im gleichen Exon liegen (NANOG, HDACI1, POU5FI). Fiir
einige Gene standen nur ,, sl“-Assays zur Verfiigung, bei denen beide Primer und die Sonde

in dem gleichen Exon liegen und somit keine Diskriminierung zwischen cDNA und gDNA
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erfolgt. Dies war der Fall bei den Assays fiir ASCL2, CD24, FOXD3, FZDI, LIN28 und
S0x2 %),

Fir die PCR-basierte Quantifikation von RNA, welche aus formalinfixiertem, paraffin-
eingebettetem (FFPE) Gewebe extrahiert wurde, liegt die ideale Amplikonldnge aufgrund der
zu erwartenden Fragmentierung der RNA bei unter 100 bp. Die Amplifikation von Amplikons
bis ca. 180 bp ist jedoch mit geringen EinbuBen in der Effizienz auch méglich **”. Daher

wurden fiir alle Gene Assays mit mdglichst kurzer Amplikonldnge ausgewahlt.

2.3.1.2 Genexpressionsassays fiir die Auswahl von Referenzgenen
Fir die Auswahl von Referenzgenen fiir die Normalisierung der TLDA-basierten
Genexpressionsanalysen an Tumorproben wurde der Human Endogenous Control Panel

(HECP)-TLDA von Applied Biosystems (Darmstadt) verwendet. Dieser enthélt 16 Assays flr

die Quantifizierung potentieller

Proben (Tab. 6).

Referenzgene in

Dreifachbestimmung  fiir

Tab. 6: Liste der Assays auf dem Human Endogenous Control Panel-Array
Gen Gen-ID ' Assay-ID * Amplikonliinge [bp]
GAPDH 2597 Hs99999905 ml 122
188 HSRRN18S Hs99999901 sl 187
ACTB 60 Hs99999903 ml 171
B2M 567 Hs99999907_ml 75
GUSB 2990 Hs99999908 ml 81
HMBS 3145 Hs00609297 ml 64
HPRTI 3251 Hs99999909 ml 100
IPOS8 10526 Hs00183533 ml 71
PGK1 5230 Hs99999906 ml 75
POLR2A4 5430 Hs00172187 ml 61
PPIA 5478 Hs99999904 ml 98
RPLPO 6175 Hs99999902_ml 105
TBP 6908 Hs99999910_ml 127
TFRC 7037 Hs99999911 ml 105
UBC 7316 Hs00824723_ml 71
YWAHZ 7534 Hs00237047_ml 70

"' www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, > Applied Biosystems, ID: Identifikationsnummer
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2.3.1.3 Genexpressionsassays fiir TLDA-basierte Analysen
Fiir die initiale Screening-Analyse wurde ein TLDA mit 48 Assays in Einzelbestimmung je
Fiillkanal zusammengestellt. Dieser umfasste Assays flir 44 Zielgene sowie drei Referenzgene
und eine Produktionskontrolle (GAPDH). Die Zusammenstellung der Assays beruhte zum

einen auf den ,Stammzell“-Arrays verschiedener Hersteller °*'*"

, zum anderen auf
publizierten Genen, welche mit potentiellen Stammzellen in gastrointestinalen, hdmato-
poetischen und anderen Geweben und Tumoren assoziiert werden (Tab. 7). Hierzu zéhlen
auch die Wnt-, Notch- und Hedgehog-Signalwege als wichtige Regulatoren von Wachstum
und Differenzierung. Eine Liste mit einer kurzer Beschreibung der Gene und den
entsprechenden Literaturverweisen befindet sich in Tab. A1 (Anhang). Die Assays wurden

von Applied Biosystems (Darmstadt) hergestellt.

Fiir die vergleichenden Analysen zwischen prd- und posttherapeutischen Tumorproben mit
TRG2 und TRG3 wurde ein TLDA mit 16 Assays in Dreifachbestimmung je Fiillkanal
zusammengestellt. Hierzu wurden die drei Referenzgene, die Produktionskontrolle sowie
neun Zielgene aus den vorangegangenen Screening-Analysen ausgewéhlt (Tab. 7). Zusétzlich
wurden Assays fir den Notch-Liganden JAGI (Gen-ID: 182, Assay-1ID: Hs01070032 ml,
Amplikonldnge: 72 bp) sowie das Notch-Zielgen HESI (Gen-1D: 3280, Assay-1D:
Hs00172878 ml, Amplikonldnge: 78 bp) ausgewihlt.

Tab. 7: Liste der Assays fiir das Genexpressionsscreening an Resektaten von Tumoren mit TRG2
Gen Gen-ID ' Assay-ID * Amplikonlinge [bp]
ABCBI 5243 Hs00184500 ml 67
ABCG2°? 9429 Hs01053790 ml 83
ALDHIAI 216 Hs00946916 ml 61

ASCL2 430 Hs00270888 sl 101
ATXNI 6310 Hs00165656 _ml 97
AXIN1 8312 Hs00394718 ml 81

BMI1 648 Hs00180411 ml 105
CCNDI® 595 Hs00765553 ml 57

CDI133 8842 Hs01009257 ml 80

CD24 100133941 Hs02379687 sl 140

CD34 947 Hs02576480 ml 63

CD44 960 Hs01075861 ml 70

CDH1 999 Hs01013953 ml 65

CDX2 1045 Hs01078080 ml 81

CHDI 1105 Hs00154405 ml 84
CTNNBI? 1499 Hs00355045 ml 86

DKK3 27122 Hs00247426 ml 83

DNMTI1?® 1786 Hs00154749 _ml 77
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Gen Gen-ID ' Assay-ID * Amplikonliinge [bp]
DNMT34 1788 Hs01027166_m1 79
DNMT3B 1789 Hs00171876 _ml 55
FOXD3 27022 Hs00255287 sl 73
FZD1 8321 Hs00268943 sl 83
GADD45A 1647 Hs00169255 ml 123
GAPDH ** 2597 Hs99999905 ml 122
GLII 2735 Hs00171790 m1 80
GSK3B* 2932 Hs00275656 _ml 73
HDACI 3065 Hs00606262 gl 149
HDAC2 3066 Hs00231032_ml 106
IHH 3549 Hs01081801 ml 103
KLF4 9314 Hs00358836 ml 110
LGR4 55366 Hs00173908 ml 68
LGR5® 8549 Hs00173664 ml 112
LIN28 79727 Hs00702808 sl 143
MKI67 4288 Hs01032443 ml 66
MYC 4609 Hs00905030 m1 87
NANOG 79923 Hs02387400 gl 109
NOTCHI?® 4851 Hs01062014 m1 80
NOTCH?2* 4853 Hs01050719_ml 60
OLFM4? 10562 Hs00197437 ml 85
POUSFI°® 5460 Hs00999632 gl 77
PTCHI1 5727 Hs00970979 ml 63
SFRPI 6422 Hs00610060 m1 130
SHH 6469 Hs00179843 ml 70
SMO 6608 Hs01090242 m1 54
SOX2 6657 Hs01053049 si 91
1PO8 *3 10526 Hs00183533 ml 71
POLR24 ** 5430 Hs00172187 ml 61
UBC*® 7316 Hs00824723 ml 71

! www.ncbi.nlm.nih.gov/gene; * Applied Biosystems; * Produktionskontrolle des Herstellers; * Referenzgene;
3 Assays, die auch fiir die vergleichenden Genexpressionsanalysen zwischen pri- und posttherapeutischen
Tumorproben eingesetzt wurden.

2.3.2 Primersysteme
Alle Primersysteme wurden anhand der Referenzsequenzen der zu analysierenden Gene oder
anhand der genannten Literaturquellen entworfen und von Sigma-Aldrich (Hamburg)
hergestellt. Die selbst entworfenen Primerpaare (Tab. 8) liegen jeweils auf benachbarten
Exons und iiberspannen die gleiche Exongrenze wie die korrespondierenden TagMan®™-Assays
in Tab. 7. Die lyophilisierten Primer wurden in Reinstwasser (H,O p. a.) gelost und wie

angegeben verdiinnt.
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2.3.2.1 Primer fiir die qRT-PCR basierte Quantifizierung der NOTCH -
und NOTCH2-Expression

Tab. 8: Primer fiir die SYBR Green-basierte qRT-PCR '
Primer- Amplikon-
Gen Orientierung Sequenz linge [bp] léinge [bp]
NOTCH1 Vorwirts 5’-CTGAAGAACGGGGCTAACAA-3’ 20 62
Riickwirts 5’-GCCAGAAACAGGGGTGTC-3’ 18
NOTCH?2 Vorwirts 5’-CAAGCGGATGTGAATGCAG-3’ 19 77
Riickwarts 5’-GCCTCCACATTATTGACAGCA-3’ 21
IPO8 Vorwirts 5’-GGGGTTCAGTACTCCACTTGA-3’ 21 100
Riickwirts 5’-GTACCAGGCTGCATCTCGAC-3’ 20
POLR2A4 Vorwirts 5’-GAGTCCAGTTCGGAGTCCTG-3’ 20 59
Riickwirts 5’-ACCCTCCGTCACAGACATTC-3’ 20
! Konzentration der Gebrauchslosung: 10 uM
2322 Primer fiir die Detektion von Mykoplasmenkontaminationen in
der Zellkultur
Tab. 9: Primer fiir die PCR zur Detektion von Mykoplasmenkontaminationen ">
Primer Sequenz Konzentration ' [uM]
Mixtur 1 Myco-F1 5’-ACACCATGGGAGCTGGTAAT-3’ 5
Myco-F1t 5’-ACACCATGGGAGTTGGTAAT-3’ 3
Myco-R1 5-CTTCATCGACTTTCAGACCCAAGGCAT-3’ 2,5
Myco-R1tt 5’-CTTCTTCGACTTTCAGACCCAAGGCAT-3’ 2,5
Myco-Rlcat  5-CCTCATCGACTTTCAGACCCAAGGCAT-3’ 2.3
Myco-Rlac  5’-CTTCATCGACTTCCAGACCCAAGGCAT-3’ 2.3
Mixtur 2 Myco-F2 5-GTTCTTTGAAAACTGAAT-3’ 2,5
Myco-F2a 5-ATTCTTTGAAAACTGAAT-3’ 2,5
Myco-F2cc 5’-GCTCTTTCAAAACTGAAT-3’ 2,5
Myco-R2 5’-GCATCCACCAAAAACTCT-3’ 2,5
Myco-R2ca 5’-GCATCCACCACAAACTCT-3” 2,5
Myco-R2at 5’-GCATCCACCAAATACTCT-3’ 2,5

! Konzentration in der Gebrauchslésung (Mixtur)
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2323

Primer fiir die cDNA-Synthese
Random Primers 200 ng/ul

Invitrogen (Darmstadt)

2324 Primer fiir die Uberpriifung der cDNA-Reinheit
Tab. 10: Primer fiir die PCR zur Uberpriifung der cDNA-Reinheit '
Primer- Amplikon-
Gen Orientierung Sequenz linge [bp] léinge [bp]
PDHB Vorwirts 5’-CTTCCACAGCCCTCGACTAA-3’ 20 cDNA: 103
Riickwirts 5’-GGTATGGATGAGGACCTGGA-3’ 20 gDNA: 185

! Konzentration der Gebrauchslosung: 20 uM

233

Tab. 11:

DNA-Konstrukte fur den NOTCHI- und NOTCH2-
Knockdown

shRNA-Konstrukte ' fiir die RNAi-vermittelte Herunterregulation der NOTCHI- und
NOTCH?2-Expression (Knockdown)

Zielgen
Name (Region) TRC Nummer Sequenz der shRNA
SH59 NOTCHI TRCN0000003359  5°-CCGGCTTTGTTTCAGGTTCAGTATTCTCGA
(3°UTR) GAATACTGAACCTGAAACAAAGTTTTT-3’
SH62 NOTCHI1 TRCN0000003362  5°-CCGGCAAAGACATGACCAGTGGCTACTCG
(CDS) AGTAGCCACTGGTCATGTCTTTGTTTTT-3"
SH94 NOTCH?2 TRCN0000004894  5°-CCGGCCCACTAATAAGTGGTACTATCTCG
(3°UTR) AGATAGTACCACTTATTAGTGGGTTTTT-3’
SH95 NOTCH?2 TRCN0000004895  5°-CCGGGCAAGAATTGTCAGACAGTATCTCG
(CDS) AGATACTGTCTGACAATTCTTGCTTTTT-3’
SHC002 -/- (Kontrolle) 5’-CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCG

AGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT-3’

' Alle shRNA-Konstrukte lagen inseriert in pLKO.lpuro Vektoren (Plasmid) vor und stammten von Sigma-
Aldrich (Hamburg). Die verwendeten Verpackungsplasmide pMD2.G und psPAX2 stammten von Addgene
(Cambridge, USA) TRC: The RNAi Consortium (http://www.broadinstitute.org/rnai/public) CDS: coding DNA
sequence, 3’UTR: 3’ untranslated region



Material und Methoden | 35

234 Antikorper
Tab. 12: Primérantikorper
Anwendung Lieferant
Name  Wirt Ziel (Spezies) (Verdiinnung) Klonalitit Klon Katalog-No.
anti- Ratte  Notch1-NICD IHC (1:5) mono bTAN20 DSHB
Notchl (Mensch) WB (1:100) (Iowa City, USA)
(DSHB)
anti- Maus Notch1-NICD WB (1:1000) mono mNI1A Santa Cruz (Santa
Notchl (Maus, Mensch) Cruz, USA)
(SC) sc-32745
anti- Ratte  Notch2-NICD IHC (1:30) mono C651.6DbHN DSHB
Notch2 (Mensch) WB (1:250) (Iowa City, USA)
anti-B-  Maus B-Aktin WB (1:5000) poly AC-15 Sigma Aldrich
Actin (Mensch) (Hamburg) A5441
NICD: intrazellulire Doméne des Notch-Rezeptors; IHC: Immunhistochemie; WB: Western Blot;

DSHB: Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa

Tab. 13: Sekundirantikérper
Ziel Anwendung Lieferant

Name Wirt (Spezies) (Verdiinnung) Klonalitit Kopplung Katalog-No.

biotinyliert Kaninchen IgG (Ratte)  THC (1:100) poly Biotin DAKO

anti-Ratte (Hamburg)
(E0468)

HRP anti-  Ziege IgG (Ratte) ~ WB (1:5000) poly HRP GE Healthcare

Ratte (Freiburg)

(GE)' NA9350

HRP anti- Ziege IgG (Ratte) WB (1:5000) poly HRP Cell Signaling

Ratte (Davers, USA)

cs)! 7077

HRP anti-  Schaf IgG (Maus)  WB (1:10000) poly HRP GE Healthcare

Maus (Freiburg)
NA931

"Der zur Etablierung der Western-Blots mit anti-Notchl (DSHB) und anti-Notch2 verwendete Antikorper
HRP anti-Ratte (GE) war zwischenzeitlich nicht lieferbar und wurde daher durch HRP anti-Ratte (CS)
HRP: horseradish peroxidase

gleichwertig ersetzt.

IHC:

(Meerrettichperoxidase)

Immunhistochemie;

WB: Western Blot;
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235 Chemikalien

Acrylamid/Bis Losung, 40 % (37,5:1)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumacetat

Bromphenolblau

Chloroform

Cisplatin

Citronensduremonohydrat

Dako REAL Antibody Diluent
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Epidermal Growth Factor,
Recombinant Human (EGF)

Ethanol (70 %, 96 %, absolut)
Ethidiumbromid

Fibroblast Growth Factor-Basic human (bFGF)

5-Fluorouracil

Fotales Kélberserum (FKS), Sera Plus
Formamid

Fumitremorgin C

Gelatine

Glycin

Glyzerin

Hoechst33342
Kaliumchlorid (KCI)
Mayer’s Himalaun
Holzleim Ponal
Isopropanol
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol
B-Mercaptoethanol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natronlauge (2N)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Nonidet P40

Bio-Rad (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Roth (Karlsruhe)

Dako (Hamburg)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Invitrogen (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Eurobio (Les Ulis, Frankreich)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
PAN (Aidenbach)

Merck (Darmstadt)

Alexis Biochemicals (Lorrach)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Henkel (Diisseldorf)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Bio-Rad (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Desoxynukleosidtriphosphat-Mix (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP 1:1:1:1), je 1,25 mM Applied Biosystems (Darmstadt)

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich (Hamburg)
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween-20)  Sigma-Aldrich (Hamburg)

Ponceau S Sigma-Aldrich (Hamburg)
Puromycin Sigma-Aldrich (Hamburg)
Random Primers Invitrogen (Darmstadt)
Reinstwasser (H,O p. a.) Merck (Darmstadt)
RNAse/DNAse freies H,O Qiagen (Hilden)
Propidiumiodid Sigma-Aldrich (Hamburg)
Salzsdure (25 %, 37 %) Roth (Karlsruhe)

SeaKem LE Agarose Lonza (Ko6ln)
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N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris Base)

Trishydroxymethylaminomethan
-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Verapamil-Hydrochlorid
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Ziegenserum, normal

2.3.6

RPMI 1640
IMDM
DMEM
Opti-MEM®

Zellkulturmedien

Fiarbemedium

FKS Sera Plus
Penicillin
Streptomycin
Glutamin
HEPES

in RPMI 1640

Stammzellmedium

N2 Supplement

B27 Supplement

bFGF

EGF
Antibiotikum/Antimykotikum
in DMEM

2.3.7

AmpliTaq Gold®

Proteinase K

Ribonuklease A

RNase Inhibitor RNaseOUT™
Reverse Transkriptase Superscript [[™

2.3.8

APS (10 %)
Ammoniumperoxodisulfat in H,O

Puffer und Losungen

Lagerung bei -20 °C

Enzyme und Inhibitoren

Sigma-Aldrich (Hamburg)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Alexis Biochemicals(Lorrach)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Dako (Hamburg)

Gibco/Invitrogen (Darmstadt)
Gibco/Invitrogen (Darmstadt)
Gibco/Invitrogen (Darmstadt)
Gibco/Invitrogen (Darmstadt)

2 % (V/v)
100 U/ml
1 mg/ml
2 mM

10 mM

1 % (v/v)
2 % (V/v)
10 ng/ml
20 ng/ml
1 % (v/v)

AppliedBiosystems (Darmstadt)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma Aldrich (Hamburg)
Invitrogen (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)

10 % (w/v)
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Blockierlosung fiir Immunhistochemie

Normales Ziegenserum in TBS

Blockierlosung fiir Western Blot

Magermilchpulver in TBST

5%

5 % (W/v)

DNA-Ladepuffer (10x) fii Agarose-Gelelektrophorese

Formamid 80 % (v/v)

Bromphenolblau 0,05 % (W7v)

Xylencyanol 0,5 % (v7v)
DEPC-H,0

Diethylpyrocarbonat 0,1 % (v/v)

12 h Inkubation bei RT, danach autoklavieren

Laufpuffer fiir SDS-PAGE

Tris Base 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)

Laemmli-Puffer (5x)

Tris-HCL, pH 6,8
Glycerin
B-Mercaptoethanol
SDS
Bromphenolblau

Lagerung bei -20 °C

Lysispuffer fiir Proteinlysate

T-Per-Puffer
Complete Mini Proteaseinhibitor

Lagerung bei -20 °C

PCR-Puffer (10x)

Tris-HCI

KCl1

Gelatine

MgClz

pH 8,3

Lagerung bei -20 °C

Peroxidaseblockierlosung fiir Immunhistochemie

H202 in TBS

PK-Puffer

Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0
SDS pH 7.3

Polylysin-Leim

Poly-L-Lysin
Holzleim

312,5 mM
50 % (v/v)
25 % (v/v)
10 % (w/v)
0,05 % (w/v)

10 ml
1 Tablette

100 mM
500 mM
0,1 % (w/v)
20 mM

3% (v/v)

10 mM
0,1 mM
2%

50 % (v/v)
50 % (v/v)
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Ponceau S-Losung

Ponceau-S
Essigsdure

RLN-Puffer

Tris-HCI, pH 8,0
NaCl

MgClz

Nonidet P-40

Lagerung bei 4 °C

TBST (Waschpuffer fiir Western Blot)

Tris-HCl
NaCl
Tween-20

pH 7,4

TBS (Waschpuffer fiir Imnmunhistochemie)

Tris Base
NaCl

pH 7,6

TE-Puffer

Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0
in DEPC-H,0

Transferpuffer fiir Western Blot

Tris Base
Glycin
SDS
Methanol

Lagerung bei 4 °C

Zitratpuffer fiir Imnmunhistochemie
Zitronensduremonohydrat
pH 6,0

2.3.9
Losungen

Antibiotic-Antimycotic (100X)

B 27 Supplement (50X)

CASYton®

Cell Proliferation Kit IT (XTT)
Chemilumineszenzsubstrat ChemiGlow West

Dako REAL™ Detection System
Peroxidase/ DAB+

Diff-Quik Férbeset

Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) 1 M, pH 8,0

Dithiothreitol (DTT) 0,1 M

0,5 % (w/v)
1 % (v/v)

50 mM
140 mM
1,5 mM
0,5 % (v/v)

20 mM
137 mM
0,1 % (v/v)

50 mM
150 mM

10 mM
I mM

25 mM

192 mM
0,1 % (w/v)
20 % (v/v)

10 mM

Kommerzielle Analysesysteme und vorgefertigte

Invitrogen (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)
Innovatis (Reutlingen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Biozym (Hessisch Oldendorf)

Dako (Hamburg)
Medical Solution (Hiinenberg, Schweiz)

Sigma-Aldrich (Hamburg)
Invitrogen (Darmstadt)
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Dulbecco’s PBS mit Mg**/Ca*"
Dulbecco’s PBS ohne Mg?*/Ca*"

Human Endogenous Control Panel TLDA
Glykogen 20 mg/ml
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES) 1 M
L-Glutamin 200 mM

LightCycler® 480 SYBR Green I
Master-Mix (2x)

LightCycler® 480 H,O PCR-grade

Penicillin/Streptomycin-Losung

(10000 U/ml/ 100 mg/ml)

N2 Supplement (100X)
Natriumlaurylsulfat (SDS) 10 % (w/v), pH 7,3
Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Protein-Standard II (1,48 mg BSA/ml)
QIAquick® PCR Purification Kit
Reverse Transkriptase-Puffer

RNeasy® Mini Kit

T-Per® Proteinextraktionspuffer
TaqMan® Gene Expression Master Mix

Trishydroxymethylaminomethan-
Hydrochlorid (Tris-HCI) 1 M, pH 6,8

Trishydroxymethylaminomethan-
Hydrochlorid (Tris-HCI) 1 M, pH 8,0

Trypsin/EDTA

Turbofect™ Transfektionsreagenz

UltraPure™ Phenol:Water (3.75:1, v/v), pH 4,0
UltraPure™ TBE-Puffer (10x)

96-Well Platten, 6-Well Platten
fir Zellkultur

24-Well Corning™ Costar® Ultra-Low
attachment multiwell plates

96-Well PCR White Plates
Kryoréhrchen

Zellsiebe Cell Strainer, 35 pm
Deckgldser

Discadit IT 20 ml Plastikspritze

Einmal-Filterhalter Minisart
0,2 pm und 0,45 pm

Kiivetten

Nitrozellulosemembran BA8S
Objekttriager

Objekttriager Superfrost

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefale (0,5 ml, 0,2 ml)

Verbrauchsmaterialien

PAA (Pasching, Osterreich)
PAA (Pasching, Osterreich)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Gibco/Invitrogen (Darmstadt)
Gibco/Invitrogen (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)

PAA (Pasching, Osterreich)
Invitrogen (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Darmstadt)

Qiagen (Hilden)

Fisher Scientific (Schwerte)
Applied Biosystems (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Hamburg)

Sigma-Aldrich (Hamburg)
PAA (Pasching, Osterreich)
Fermentas (St. Leon-Roth)
Invitrogen (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)

Biochrom (Berlin)

Sigma (Deisenhofen)

4titude (Berlin)

Hartenstein (Wiirzburg)

BD (Heidelberg)

Thermo Scientific (Braunschweig)
BD (Heidelberg)

Hartenstein (Wiirzburg)
Hartenstein (Wiirzburg)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Thermo Scientific (Braunschweig)
Brand (Wertheim))

Hartenstein (Wiirzburg)

Biozym (Oldendorf)
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2.3.11

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
Reaktionsgefafe (1,5, 2,0 ml)
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)
Skalpellklingen Nr. 11
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflaschen (25, 75 cm?)
Zellkulturschalen (35, 60, 100 mm @)
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 50 ml
Zentrifugenrdhrchen 15 ml

Gerate
CanoScan 8800F

Eismaschine
Expert Plus Photometer
Flourchem SP Digital Imaging System

Gelelektrophoresekammer WVV
Mini Sub Cell

Kippschiittler 3D Rocking Plattform
Kiihltruhe Ultra Low Freezer
Kiihlzentrifuge 4K 15

Laborwaage

Lichtmakroskop M410
Lichtmikroskop Axio Vert.Al
Lichtmikroskop Labovert FS
Lightcycler” 480

Mini PROTEAN® 3 Cell System
Mini Trans-Blot Cell System
FACS-System BD FACSCalibur™
FACS-System MoFlo Cell Sorter
MSI1 Minishaker

PCR-Geriét 2720 Thermal Cycler
PCR-Gerit Primus 96Plus
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 135
pH-Meter (pH 211)

Pipetten Eppendorf Research (0,1-2,5 pl,
0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 ml,
200-1000 pl)

Pipette Pipetman (0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 20-200 ml, 200-1000 pl)

Pipetus-akku Pipettierhilfe
Schnellkochtopf

Spannungsquelle Power Pac 300
Spektralphotometer Nano Drop 2000c
Sterilwerkbank Hera Safe Zellkulturhaube

Fisher Scientific (Schwerte)
Biozym (Oldendorf)
Eppendorf (Hamburg)

BD (Heidelberg)
Hartenstein (Wiirzburg)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)

BD (Heidelberg)

Neolab (Heidelberg)

Canon (Krefeld)

Scotsman Ice (Vernon Hills, USA)
Asys (Eugendorf, Osterreich)
Biozym (Hessisch Oldendorf)

Bio-Rad (Miinchen)

Stuart Scientific (Oregon, USA)
Sanyo (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sartorius (Gottingen)

Wild (Heerbrugg, Schweiz)

Carl Zeiss AG (Jena)

Leitz (Wetzlar)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Bio-Rad (Miinchen)

Bio-Rad (Miinchen)

BD (Heidelberg)
BeckmanCoulter (Krefeld)

IKA Works (Willmington, USA)
Applied Biosystems (Darmstadt)
MWG-Biotech (Ebersberg)

Carl Zeiss AG (Jena)

HANNA Instruments Inc. (Woonsocket, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Middleton, USA)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
WMEF (Geislingen)

Bio-Rad (Miinchen)

Peqlab (Erlangen)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)
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TagMan® PCR-Gerit ABI Prism 7900 HT
Sequence Detector mit 7900HT TaqMan®
Low Density Array Hardware Upgrade Kit Applied Biosystems (Darmstadt)
Thermomixer compact Eppendorf (Hamburg)
UV-Spektrometer Ultrospec 2000 Amersham (Braunschweig)
Trockenschrank Memmert (Schwabach)
Wasserbad GFL (Burgwedel)
Zellinkubator Heracell 2401 Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)
Zellzéhlgerat Casyl TT Schirfe Systems (Reutlingen)
Zentrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)
Zentrifuge Heracus Multifuge 3R Thermo Fisher Scientific (Langenselbold)
Zahlkammer Neubauer Improved Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

2.3.12  Software

Adobe Photoshop CS3 Adobe Systems (San Jose, USA)
Adobe Illustrator CS3 Adobe Systems (San Jose, USA)
Imagel v1.42q National Institutes of Health (Bethesda)
Microsoft Office 2003 Microsoft (Redmond, USA)
SPSS Statistics v18.0-20.0 SPSS (Chicago, USA)
Prism v5 GraphPad Software (La Jolla, USA)
Rv2.14.1 R Foundation for Statistical Computing

Sequence Detections Systems
(SDS) v2.3

RQ Manager (RQM) v1.2
DataAssist (DA) v2.0
Cluster v3.0

Java TreeView v1.1.5r2
BRB ArrayTools v4.2.0

GeNorm v3.5

FlowJo v7.6.4

Win MDI v2.9

Lightcycler 480 SW v1.5.0.39

(Wien, Osterreich)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)

http://bonsai.hgc.jp/
~mdehoon/software/cluster/software.htm

http://jtreeview.sourceforge.net/

http://linus.nci.nih.gov/
BRB-ArrayTools.html

http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/
Tree Star (Ashland, USA)
http://facs.scripps.edu/software.html

Roche Diagnostics (Mannheim)
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2.4 Methoden

2.4.1 Molekularbiologische Methoden

24.1.1 RNA-Extraktion

24.1.1.1 RNA-Extraktion aus Zelllinien
Fir die Extraktion von RNA aus Zelllinien wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
eingesetzt. Maximal 1x 10° Zellen wurden geerntet und mehrmals in eiskalter PBS
gewaschen. Nach Sedimentation (17900 x g, 4 °C) wurden die Zellen zur Lyse in 175 ul
kaltem Puffer RLN (nicht im Kit enthalten) resuspendiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Sedimentation wurde der Uberstand mit 600 ul Puffer RLT ohne Mercapto-
ethanol gemischt und 430 pl 96 %iger Ethanol zugegeben. Die weitere Aufbereitung der
Proben erfolgte nach dem Herstellerprotokoll unter Beriicksichtigung der eingesetzten
Volumina. Die RNA wurde in 50 ul RNAse/DNAse-freiem Wasser eluiert und die
Konzentration durch Extinktionsmessung bei 260 nm am NanoDrop  2000c-Fotometer

bestimmt. Alle RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert und bei Bedarf auf Eis aufgetaut.

24.1.1.2 RNA-Extraktion aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe
Fiir die Genexpressionsanalysen an Tumorproben wurde RNA aus Gewebediinnschnitten von
FFPE-Gewebe nach manueller Mikrodissektion extrahiert. Um einen Tumoranteil im
extrahierten Gewebe von mindestens 50 % zu erreichen, wurden die zu extrahierenden
Tumorareale auf geeigneten HE-gefirbten Gewebediinnschnitten gekennzeichnet und von

einem Pathologen (OA Dr. Rupert Langer) tiberpriift.

Die Extraktion der RNA erfolgte mit einer Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode. Je nach
GroBe des Tumorareals wurden zwischen drei und 20 Gewebediinnschnitte mit 8 pm Starke
hergestellt. Nach der Trocknung und Anheftung auf den Objekttriger bei 60 °C UN wurden
die Gewebediinnschnitte in Xylol (dreimal 10 min) entparaffiniert und durch eine absteigende
Alkoholreihe (Isopropanol, 96 % Ethanol, 70 % Ethanol, DEPC-dH,0, je zweimal 5 min)
rehydratisiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 30 s mit Hdmalaun eingefarbt und nach

2 min ,,Blduen* in Leitungswasser in TE-Puffer liberfiihrt.

Mit einem Skalpell wurden die eingezeichneten Tumorareale unter mikroskopischer Sicht von
den Objekttragern gekratzt und in Proteinase K (PK)-Puffer {iberfiihrt. Der Abbau der
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Proteine und die Freisetzung der Nukleinsduren erfolgten nach Zugabe von 500 pg/ml PK bei
60 °C UN im Heizschiittler. Nach der Hitzeinaktivierung der Proteinase K (5 min, 95 °C im
Heizblock) wurde die Losung mit 1/10 Vol 2 M Na-Acetat (pH 4) angesduert und
anschliefend wurde 1 Vol wassergesittigtes saures Phenol (pH 4) und 1/5 Vol Chloroform
zugegeben. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde die wissrige Phase von der organischen
Phase durch Zentrifugation getrennt (20 min, 4 °C, 17900 x g). Die RNA-haltige wéssrige
Phase wurde abgenommen und mit 2 pul Glycogen und 1 Vol Isopropanol versetzt, um die
RNA zu fillen. Nach 2 h Inkubation bei -20 °C wurde die RNA sedimentiert (30 min, 4 °C,
17900 x g), mit 70 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und anschlieend in 14-20 pul
RNAse/DNAse-freiem Wasser gelost. Die RNA-Konzentration wurde durch Extinktions-
messung bei 260 nm am NanoDrop  2000c-Fotometer bestimmt. Bei unzureichenden RNA-
Mengen (weniger als 2 ug je Probe fiir die Screening-Analyse, beziehungsweise weniger als
1 pg fir die vergleichenden Genexpressionsanalysen) wurde zusidtzliche RNA aus den
entsprechenden Proben extrahiert und mit der ersten Extraktion vereinigt. Alle RNA-Proben

wurden bei -80 °C gelagert und bei Bedarf auf Eis aufgetaut.

2.4.1.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese fiir sdmtliche Expressionsanalysen erfolgte nach einem einheitlichen
Protokoll. Fiir jeden Reaktionsansatz wurde 1 pug RNA (Mindestvolumen 1 pl) mit
RNAse/DNAse-freiem Wasser auf 17,5 ul aufgefiillt und nach Zugabe von 1 pl random
primers (200 ng/ul) 5 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 11,5 ul Reverse-
Transkriptase-Mix (6 ul Reverse-Transkriptase-Puffer, 3 ul 0,1 M DTT, 1 ul 10 mM dNTP,
0,5 ul RNase Out, 1 pl Reverse Transkriptase) zugegeben und die Proben bei 42 °C fiir 1 h
inkubiert.

Fir die Screening-Analysen wurden zwei cDNA-Ansidtze je Probe nach der Synthese
vereinigt und auf 105 pl mit RNAse/DNAse-freiem Wasser aufgefiillt. Fiir die vergleichenden
Genexpressionsanalysen wurde jeweils ein halber cDNA-Ansatz (15 pl) auf 53 pl mit
RNAse/DNAse-freiem Wasser aufgefiillt. cDNA fiir die Expressionsquantifizierung mittels
SYBR Green-basierter qRT-PCR wurde im Verhéltnis 1:10 verdiinnt.

Die Kontrolle der cDNA auf Verunreinigungen mit gDNA wurde aufgrund der limitierten
Probenmengen in Form einer Stichprobenkontrolle durchgefiihrt. Hierzu wurde cDNA von 3
Proben in eine PCR fiir PDHB eingesetzt 159 Die Primer (Tab. 10) und Amplifikations-
bedingungen (Tab. 14 und Tab. 15) dieser PCR waren so gewéhlt, dass sowohl cDNA als
auch gDNA amplifiziert wurden. Durch das im Amplikon liegende Intron hatte das PCR-
Produkt der gDNA eine Linge von 185 bp und das Amplikon der cDNA eine Linge von
103 bp. Eine Verunreinigung der RNA-Extraktion mit gDNA hitte demnach eine
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Doppelbande in der elektrophoretischen Auftrennung zur Folge. Fiir die Auswertung der PCR
wurden 5 ul PCR-Produkt mit 1 ul DNA-Ladepuffer versetzt und in einem 2 % Agarosegel in
1x TBE-Puffer mit Ethidiumbromid fiir 30 min bei 120 V aufgetrennt.

Tab. 14: PCR-Zusammensetzung ' fiir die PCR zur Uberpriifung der cDNA-Reinheit

Komponente [pd]
H,O0 p. a. 15,25
10-fach PCR-Puffer (20 mM Mg*) 2,5
dNTPs (je 1,25 mM) 4,0
Primer Vorwirts (20 pM) 0,5
Primer Riickwiérts (20 pM) 0,5
AmpliTaq Gold® 0,25
Matrize > 2

! Zusammensetzung fiir jeweils eine Probe. > Unverdiinnte cDNA fiir Proben und genomische DNA (20 uM) als
Positivkontrolle, H,O p. a. als Negativkontrolle

Tab. 15: Temperaturverlauf der PCR zur Uberpriifung der cDNA-Reinheit

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:s]| Zyklen
1 95 10:00 1
2 94 0:30
3 55 0:30 35
4 72 0:30
5 72 7:00 1
2.4.1.3 Genexpressionsanalysen mit TagMan® Low Density Arrays

Die bereits verdiinnte cDNA (siehe Abschnitt 2.4.1.2) wurde zu gleichen Teilen mit TagMan®™

Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) gemischt und anschliefend
jeweils 100 pl Probe in die Ladekammern der Array-Karte pipettiert. Die Proben fiir die
initiale Screening-Analysen wurden dabei auf jeweils zwei Ladekammern aufgeteilt, um eine
Doppelbestimmung zu erreichen. Die Arrays wurden anschlieBend nach Herstellerangaben
2 x 1 min bei 331 x g zentrifugiert und versiegelt ">*. Die PCR erfolgte nach den Vorein-
stellungen des Herstellers fiir den jeweiligen Array auf einem ABI PRISM® 7900HT—Real-
Time-PCR Gerit mit speziellem Heizblock und Halterung fiir TLDAs (Tab. 16).
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Tab. 16: Temperaturverlauf der TagMan®-qRT-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:s]| Zyklen
1 50 2:00 |
2 94,5 10:00
3 97,0 0:30 40
4 59,7 1:00

Die Amplifikationsdaten wurden mit den Programmen Sequence Detections Systems v2,3
(SDS v2.3), Relative Quantification Manager v1.2 (RQMvl.2) und DataAssist v2.0
(DA v2.0) (Applied Biosystems (Darmstadt)) bearbeitet. Mit SDS v2.3 wurde zunichst die
Qualitdt der Expressionswerte tiberpriift. Wells mit der Fehlermeldung empty well (EW, leeres
Well) und bad passive reference (BP, schlechte Passiv-Referenz-Werte), welche auf
technische Ursachen fiir fehlende Signale hinwiesen, wurden von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Die Fehlermeldung non-amplified well (NAW, nichtamplifiziertes Well)
wurde je nach Anzahl der betroffenen Replikate unterschiedlich behandelt. Waren alle
technischen Replikate einer Probe betroffen, so wurden die Wells in der Auswertung belassen,
da dies auf eine fehlende Expression des Gens hinwies. Bei einem NAW wurde der
Expressionswert des verbliebenen amplifizierten Wells weitergenutzt. Bei Triplikaten mit
zwei NAW wurde das amplifizierte Well ausgeschlossen und das Gen als nicht exprimiert

gewertet. Nicht exprimierten Genen wurde ein Ci-Wert von 40 zugeordnet.

Die Festlegung der Grenzwerte fiir die Bestimmung des Ci-Wertes (cycle of threshold) fur die
Assays erfolgte mit RQM v1.2. Fiir die Human Endogenous Control Panel (HECP)-Arrays
zur Bestimmung geeigneter Referenzgene wurden die automatisch generierten Grenzwerte
genutzt. Die Arrays flr das initiale Screening wurden in zwei Gruppen zu zehn
beziehungsweise sieben Arrays ausgewertet, da das Programm maximal zehn Arrays simultan
bearbeiten kann. Die automatisch generierten Grenzwerte flir beide Gruppen wurden
verglichen und bei Bedarf einander angepasst, so dass fiir jeden Assay die gleichen
Grenzwerte auf alle Arrays angewendet wurden. Fiir die differentielle Genexpressionsanalyse
wurden diese Grenzwerte libernommen. Fiir die Assays fiir HESI und Jagl, welche nicht mit
dem initialen Screening erfasst wurden, wurden neue Grenzwerte festgelegt (sieche Anhang
Tab. A2).

Die relative Quantifizierung mit der AAC-Methode durch Normalisierung auf das
geometrische Mittel der ausgewihlten Referenzgene und auf jeweils einen Kalibrator, welcher
in allen Assays eine Amplifikation aufwies, erfolgte mit DA v2.0. Hierzu wurden die Daten

entsprechend der Softwareanweisungen aufbereitet.



Material und Methoden | 47

2.4.1.3.1 Ermittlung geeigneter Referenzgene
Fiir die Festlegung geeigneter Referenzgene fiir die Genexpressionsanalysen wurden HECP-
Arrays eingesetzt. Diese Arrays enthalten pro Fillkanal Assays fiir 16 potentielle
Referenzgene in Dreifachbestimmung. Es wurden zwei gleiche Arrays mit den in Tab. 4
genannten Proben nach dem in Abschnitt 2.4.1.3 angegebenen Protokoll gemessen. Beide

Experimente wurden getrennt ausgewertet.

Die Stabilitdit der Genexpression eines Gens liber alle Proben ist eines der wichtigsten
Kriterien fiir die Eignung des Gens als Referenzgen. Um die Genexpressionsstabilitit zu
erfassen wurden die mittleren C-Werte der technischen Replikate aller Proben gemittelt und
dadurch ein durchschnittlicher Ci-Wert fiir jeden Assay liber den gesamten Array erhalten. Es
wurden die drei Referenzgene ausgewihlt, welche die geringste Schwankung iiber alle Proben
aufwiesen. Zusdtzlich wurde darauf geachtet, dass die Assays die genannten Anforderungen
fiir Expressionsanalysen an FFPE-Gewebe erfiillten (Siehe Abschnitt 2.3.1) und in allen
Proben amplifiziert wurden.

Die Auswahl der Referenzgene wurde zur Bestitigung nachtriglich mit dem GeNorm-

Algorithmus !

tiberpriift. Dieser ermittelt aus den vorhandenen Daten mit einem speziellen
Algorithmus die am stabilsten exprimierten Gene durch den sequentiellen Ausschluss der
instabilsten Gene anhand des von der Software errechneten Stabilitdtswerts M. Dabei gilt, je
kleiner M, desto stabiler die Expression und umso grofer die theoretische Eignung als

Referenzgen.

24.14 Nested-PCR zum Ausschluss von Mykoplasmenkontaminationen
in der Zellkultur

Alle Zelllinien, welche neu in Kultur genommen wurden, wurden zundchst auf
Kontaminationen mit Mykoplasmen untersucht. Als Analysesystem fiir die Detektion von
Mykoplasmen wurde ein nested-PCR-System genutzt *?. Dieses beruht auf der Detektion
von spezifischen Sequenzen in der Zwischensequenz der 16S- und 23S-rRNA von
Mykoplasmen. Fiir die erste PCR wurden hitzeinaktivierte Zellkulturiiberstinde (5 min,
95 °C) in 1:10-Verdiinnung (H,O p. a.) beziehungsweise eine Positivkontrolle (Mykoplasmen
positiver Zellkulturiiberstand, 1:10 verdiinnt mit H,O p. a.) und eine Negativkontrolle (nur
H,O p. a.) als Matrize eingesetzt. Fiir die zweite PCR wurden die Amplifikate der ersten PCR
sowie eine zusitzliche Negativkontrolle als Matrize eingesetzt. Die PCR-Zusammensetzung
findet sich in Tab. 17.
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Tab. 17: PCR-Zusammensetzung ' fiir die nested-PCR zur Detektion von Mykoplasmen-
kontaminationen in Zellkulturiiberstinden

PCR 1 [pl] PCR 2 [pl]
H,0 p. a. 12,25 16,75
10-fach PCR-Puffer (20 mM Mg’") 2,5 2,5
dNTPs (je 1,25 mM) 4,0 4,0
Primermixtur (Siehe Tab. 9) 1,0 (Mixtur 1) 1,0 (Mixtur 2)
AmpliTaq Gold® 0,25 0,25
Matrize * 5 0,5

! Zusammensetzung fiir jeweils eine Probe. 2 Fiir PCR 1: Zellkulturiiberstinde fiir Proben und Positivkontrolle,
H,0 p. a. fiir die Negativkontrolle; fir PCR 2: Amplifikationsprodukte aus PCR 1 und zusétzliche Negativ-
kontrolle

Die Amplifikation erfolgte im AB 2720 Thermal Cycler mit einer initialen Aktivierung der
Taq-Polymerase (10 min, 95 °C) und 35 (PCR 1) beziehungsweise 30 Zyklen (PCR 2)
entsprechend dem Protokoll in Tab. 18. Nach der Amplifikation wurden die PCR-Produkte
auf 4 °C abgekiihlt.

Tab. 18: Temperaturverlauf der nested-PCR 1 und 2 zur Mykoplasmendetektion
Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:s] Zyklen
1 95 10:00 1
2 94 0:30
3 55 2:00 35 (PCR 1)/30 (PCR 2)
4 72 1:00
5 72 7:00 1

Fiir die Auswertung der PCR wurden 5 pl PCR-Produkte aus der zweiten PCR mit 1 ul DNA-
Ladepuffer versetzt und in einem 1 % Agarosegel in 1x TBE-Puffer mit Ethidiumbromid fiir
20 min bei 120 V aufgetrennt. In dem Fluoreszenzbild durften nur bei der Positivkontrolle
Amplifikate sichtbar werden. Traten in den Proben Amplifikate auf, wurden die

entsprechenden Zelllinien als mykloplasmenkontaminiert eingestuft und sofort entsorgt.

2.4.1.5 SYBR Green-basierte qRT-PCR
Die qRT-PCR zur Uberpriifung der NOTCHI- und NOTCH?2-Expression wurde in 10 pl
Reaktionsvolumen in 96-Well-Platten auf einem LightCycler® 480 gqRT-PCR-Gerit durch-
gefiihrt (Tab. 19 und Tab. 20). Mit dem gleichen System wurde die Expression der Referenz-
gene /PO8 und POLR24 in den Proben gemessen und das geometrische Mittel der Expression
dieser Gene fiir die Normalisierung und relative Quantifizierung der NOTCHI- und
NOTCH?2-Expression nach der AAC-Methode eingesetzt. Durch die Mitfithrung eines
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Kalibrators und einer Referenzprobe (cDNA von Gesamt-mRNA-Extrakten der Zelllinie
MKNI, 1:25 verdiinnt) sowie den Einsatz von externen Referenzkurven (Verdiinnungskurve
der Referenzprobe: unverdiinnt, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125 und 1:9375) wurden
Unterschiede zwischen verschiedenen Messungen sowie Abweichungen der PCR-Effizienzen
ausgeglichen (Tab. 21). Alle Berechnungen sowie die automatisierte Integration der externen

Referenzkurven erfolgten mit der LightCycler® 480 Software v1.5.0.39.

Tab. 19: PCR-Zusammensetzung ' fiir die SYBR Green-basierte qRT-PCR

[d]
LightCycler® 480 SYBR Green I Master-Mix (2x) 5
Primer vorwirts (10 pM) 0,5
Primer riickwérts (10 pM) 0,5
LightCycler® 480 H,0 PCR-grade 2
Matrize > 2

! Zusammensetzung fiir jeweils eine Messung, 2 Proben-cDNA 1:10, Referenz- und Kalibrator-cDNA 1:25, H,O
fiir Negativkontrollen

Tab. 20: Temperaturverlauf der SYBR Green-basierten qRT-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:s] Rampe [°C/s] Zyklen
1 95 5:00 4.4 1
2 95 0:10 4.4 45
3 60 0:17 2,2
4 72 0:10 4.4
Tab. 21: Daten der Referenzkurven fiir die relative Quantifizierung der Genexpression in Zelllinien
Gen Effizienz Fehler Anstieg Ordinatenabschnitt
NOTCHI 1,839 0,00734 -3,778 25,39
NOTCH2 1,949 0,0205 -3,451 20,85
IPOS 1,919 0,0263 -3,533 19,24
POLR2A 1,924 0,0425 -3,520 23,86

2.4.2 Proteinbiochemische Methoden

24.2.1 Immunhistochemie
Die verwendeten Antikorper sind in Tab. 12 und Tab. 13 gelistet. Fiir die immunhisto-

chemische Fiarbung von Notchl und Notch2 wurden 2 um Gewebeschnitte mit Polylysin-
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Leim-Verklebung auf Superfrost-Plus Objekttrigern zundchst 2 x 10 min in  Xylol
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydratisiert (je 2 x5 min
Isopropanol, 96 %iger und 70 %iger Ethanol sowie dH,0O). Danach erfolgte ein Waschschritt
in TBS (Tris buffered saline, Waschpuffer, 50 mM Tris, 0,9 % w/v NaCl, pH 7,6) und die
hitzeinduzierte Antigendemaskierung im Schnellkochtopf (7 min kochen in 10 mM
Zitratpuffer, pH 6). Die endogene Peroxidaseaktivitit wurde durch 10 min Inkubation in
3% H,0, in TBS blockiert. Unspezifische Antikdrperbindungen wurden durch 30 min
Vorinkubation mit 5 % normalem Ziegenserum blockiert. Es folgte die Inkubation mit dem
Primdrantikérper fir 1 h bei RT (Ratte anti-Notchl 1:5, Ratte anti-Notch2 1:30) in der
feuchten Kammer. Nach griindlichem Waschen in TBS erfolgte eine 30 min Inkubation mit
einem biotinylierten Kaninchen anti-Ratte Antikorper (1:100). Die weitere Streptavidin-
Peroxidase-basierte Detektion erfolgte mit dem Dako REAL™ Detection System
Peroxidase/DAB+ kit, wobei eine Inkubationszeit von 5 min mit dem DAB-Substrat strikt
eingehalten wurde. Als Gegenfarbung wurde Mayer’s Himalaun angewendet (1 min, RT mit
anschlieBendem Blduen in Leitungswasser). Alle Seren und Antikérper wurden in Dako
REAL™ Antibody Diluent verdiinnt.

Bei jeder Farbung wurde ein geeigneter Gewebeschnitt als Positivkontrolle mitgefiihrt. Als
Negativkontrolle diente ein Schnitt des gleichen Tumors, bei dem kein Primérantikérper im
Farbeprozess eingesetzt wurde. Die Farbung von korrespondierenden Biopsien und
Resektaten eines Patienten erfolgte immer im gleichen Firbeansatz, um konstante

Farbebedingungen zu gewihrleisten.

Die mikroskopische Auswertung der Fiarbung erfolgte in Anlehnung an den Remmele-
Score . Dieser sicht eine Bewertung des Anteils der gefirbten Zellen sowie der Intensitit
der Farbung und die Bildung eines kombinierten Immunreaktivitéts-Scores (IRS) vor. Die
Intensitidt der Farbung wurde auf einer vierstufigen Bewertungsskala mit O (negativ), 1
(schwach positiv), 2 (mittel) oder 3 (stark positiv) eingestuft. Die prozentualen Anteile der
gefarbten Tumorzellen wurden mit 0 (negativ), 1 (<10 %), 2 (10 bis <50 %), 3 (50 bis <80 %)
beziehungsweise 4 (>80 %) bewertet. Der IRS wurde durch Multiplikation der Einzel-
bewertungen gebildet und konnte dementsprechend die Werte 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 oder 12
annehmen. Die zytoplasmatische Farbung wurde jeweils getrennt von der nukledren Farbung
bewertet. Bei inhomogener Farbung waren die am intensivsten gefarbten Zellen entscheidend

fiir die Bewertung von Intensitit und prozentualem Anteil.

Alle gefarbten Gewebeschnitte wurden durch jeweils zwei unabhédngige Untersucher (Notchl:
Lukas Bauer und Dr. Julia Slotta-Huspenina, Notch2: Lukas Bauer und OA Dr. Rupert
Langer) bewertet. Fille mit diskrepanten Bewertungen wurden anschlielend gemeinsam am

Diskussionsmikroskop entschieden.



Material und Methoden | 51

24272 Western-Blot
Die Western-Blot-Analysen mit den gleichen Antikérpern, welche auch fiir die

Immunhistochemie verwendet wurden, dienten der Uberpriifung der Antikdrperspezifitit und

der Kontrolle der Knockdown-Effizienz.

Jeweils 1 x 10° Zellen wurden in 10 cm-Durchmesser-Zellkulturschalen ausgesit und nach 48
bis 72 h bei Erreichen einer 90 %igen Konfluenz geerntet. Dazu wurden die Zellen zunéchst
auf Eis mit kalter PBS (ohne Ca®"/Mg*") gewaschen und in 100 bis 150 ul Lysispuffer mit
einem Zellschaber von der Platte gelost. Nach 20 min Inkubation auf Eis mit mehrmaligem
vortexen wurden ungeldste Bestandteile durch Zentrifugation entfernt (20 min, 4 °C,
16000 x g). Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit der Bradford-Methode *”
unter Verwendung von Protein Assay Dye Reagent Concentrate und Protein-Standard 11
(1,48 mg BSA/ml) bestimmt und die Lysate anschlieBend mit 1/4 Vol 5x Laemmli-Puffer
versetzt. Nach einer Hitzebehandlung zur Denaturierung der Proteine (5 min, 95°C) wurden

die Proben aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Tab. 22: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngellosungen fiir die Proteingelelektrophorese
Komponente Sammelgel 3,5 % Trenngel 5 % Trenngel 10%
H,O 4,9 ml 9,2 ml 7,33 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,9 ml - -

1 M Tris-HCI, pH 8,8 = 3,75 ml 3,75 ml
Acrylamid/Bis 40 % (37,5:1) 630 ul 1,87 ml 3,75 ml
20 % SDS 38 ul 75 ul 75 pl
10 % APS 60 pl 90 ul 90 ul
TEMED 6 ul 9 ul 9 ul

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE unter Nutzung des Mini PROTEAN® 3 Cell System
aufgetrennt. Dazu wurden Polyacrylamidgele mit einem 3,5 %igem Sammelgel sowie einem
zweischichtigen 5/10 %-Trenngel in 1,5 mm Stdrke eingesetzt (Tab. 22). Um die Trenngele
herzustellen wurden zuerst 3,5 ml einer 10 %igen Trenngellosung zwischen die Tragerplatten
in der GieBvorrichtung gegossen. Diese wurde sofort mit 3,5 ml einer 5 %igen
Trenngellosung iiberschichtet, so dass sich zwei Gelschichten mit einem schmalen
Mischbereich bildeten. Nach der Polymerisation der Trenngele wurden Sammelgele gegossen

und durch Einsatz eines Kammes die Auftragstaschen geformt.

Die Gele wurden in Elektrophoresekammern mit 1x Laufpuffer eingesetzt und die Lysate

(50 pg Protein) sowie 5 ul GroBenstandard in die Auftragstaschen pipettiert. Die Elektro-
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phorese erfolgte bei konstanter Spannung in zwei Stufen mit 100 V fiir 30 min gefolgt von
120 V fir 1 h.

Die Proteine wurden anschlieBend im Wet-Blot-Verfahren mit dem Mini Trans-Blot Cell
System auf Nitrozellulosemembranen iibertragen. Dazu wurden Nitrozellulosemembranen in
Transferpuffer eingeweicht und dann luftblasenfrei auf die Gele aufgelegt. Auf die Riickseiten
der Gele und der Membranen wurden jeweils ein Whatman-Filterpapier und ein Schwamm
aufgelegt, welche ebenfalls mit Transferpuffer eingeweicht waren. Der gesamte Aufbau
wurde in eine Halterung eingespannt und mit der Membran zur Anode orientiert in eine
Blotapparatur mit kaltem Transferpuffer eingesetzt. Der Transfer erfolgte iiber 4 h bei 100 V

unter Eiskiihlung.

Der Erfolg des Transfers wurde durch eine 30s Férbung mit Ponceau S-Losung und
anschlieBender Spiilung mit dH,O iiberpriift. Die Membranen wurden anschlieBend mit TBST
(Tris buffered saline +0,1 % TWEEN, Waschpuffer) entfirbt und die spezifische
Proteindetektion durch Blockierung von unspezifischen Bindungen mit 5 % Magermilch-
pulver in TBST (Blockierlosung) vorbereitet (1 h, RT). Die Primédrantikdrper wurden wie in
Tab. 12 beschrieben in der Blockierlosung verdiinnt und jeweils tiber Nacht bei 4 °C auf den
Membranen inkubiert. Anschlieend wurden die Membranen mehrmals mit TBST gewaschen
(insgesamt 30 min, RT), danach wurden die ebenfalls in Blockierlosung verdiinnten HRP-
gekoppelten Sekundérantikorper (siehe Tab. 13) fiir 30 min bei RT auf den Membranen
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die Signaldetektion mit
ChemiGlow West Chemilumineszenzsubstrat und dem FluorChem SP System fiir digitale

Bilderfassung.

Die Intensitdt der spezifischen Banden auf den digitalen Aufnahmen wurden mit
Image] v1.42q gemessen. Die Intensitdten der Banden der Einzelproben wurden mit der

Summe der Intensitdten und der jeweiligen Referenzmessung (B-Aktin) normalisiert.

243 Zellkultur

2.4.3.1 Allgemeines
Die Zelllinien AGS, MKN1, MKN28, MKN45, HS746T und KatolIl wurden in RPMI 1640-
Medium mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 1 mg/ml Streptomycin
kultiviert. Das Medium fiir die Knockdown-Zelllinien enthielt zusétzlich 1 pg/ml Puromycin

zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks.

Die Zelllinie SNU5 wurde in IMDM-Medium mit 20 % FKS, 100 U/ml Penicillin und
1 mg/ml Streptomycin kultiviert.
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Die Zelllinie HEK293T wurde in DMEM-Medium mit 10 % FKS, 100 U/ml Penicillin und
1 mg/ml Streptomycin kultiviert. Wéhrend der Transfektion und der Virusproduktion fiir den

Knockdown wurde ein entsprechendes Medium ohne Antibiotikazusédtze verwendet.

Die Medien wurde alle 2 bis 3 d gewechselt und die Zellen bei einer Konfluenz von 80 bis
90 % passagiert. Nach Erreichen der 25. Passage wurden die Zellen entsorgt und neue
Stammsuspensionen aufgetaut. Alle Zelllinien wurden regelméBig auf Mykoplasmenbefall
getestet (nested-PCR-System °?, siehe Abschnitt 2.4.1.4).

Informationen zu morphologischen und molekularen Eigenschaften sowie Herkunft und

Ursprung der Zelllinien finden sich in Tab. 5.

2432 Wachstums- und Chemosensitivitdtsanalysen

24321 Koloniebildungsassays
Sédmtliche Koloniebildungsassays (KBA) wurden in jeweils drei unabhingigen Experimenten

in Dreifachbestimmung in 6-Well-Platten (Well-Durchmesser ca. 3,5 cm) wie beschrieben
durchgefiihrt °Y.

Fiir die Chemosensitivititsanalysen wurden 2000 Zellen/Well in je 2 ml Zellkulturmedium
ausgesit. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und durch Medium mit oder ohne die
jeweiligen Wirkstoffe ersetzt. Nach weiteren 72 h erfolgte ein weiterer Mediumwechsel,
gegebenenfalls mit erneuter Wirkstoffzugabe. Nach einer Gesamtinkubationszeit von 120 h
mit den Wirkstoffen wurden die Zellen mit PBS (ohne Ca*"/Mg*") gewaschen und fiir weitere
24 h mit normalem Zellkulturmedium inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen mit PBS
(ohne Ca*"/ Mg”") gewaschen und mit dem Diff-Quick Firbeset gefirbt. Dazu wurden die
Zellen nacheinander fiir jeweils 20 s mit 0,5 ml/Well der Fixierlosung beziehungsweise den

Féarbelosungen I und II inkubiert und anschlieBend mit dH,O gespiilt und getrocknet.

Nach der Trocknung wurden die Platten durch Scannen bei 300 dpi als 8 Bit Graustufen-
Bilder digitalisiert. Mit Photoshop CS3 wurden die Bilder in der Helligkeit (+10) und im
Kontrast (+70) justiert. Fiir die weitere Bearbeitung und Quantifizierung wurde
Imagel v1.42q verwendet. Die Bilder wurden nach festgelegten Parametern mit dem Makro 1
auf Einzelwells zugeschnitten und die Kolonien mit dem Makro 2 durch Kontrastanpassungen
und Grenzwertsetzung identifiziert, gezéhlt und vermessen (Tab. 23). Als Ergebnis wurde von
jedem Well die Anzahl der als Kolonien gewerteten Flichen und deren durchschnittliche
GroBe in cm’ ausgegeben. Fiir die statistische Auswertung wurden die Mittelwerte der

technischen Replikate aus jeweils drei unabhédngigen Versuchen gemittelt.
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Fir die vergleichenden Untersuchungen von side-population (SP) und nicht-SP-Zellen
(MKN1) wurden 1000 Zellen/Well ausgesdt und chemotherapeutikafreies Medium bei

ansonsten unverdandertem Protokoll eingesetzt.

Tab. 23: Makros ' fiir die Quantifizierung von Koloniebildungsassays

Makro Funktion Inhalt

Makro 1  Setzt automatisch einen run(""Properties...", "width=484 height=1583 channels=1 depth=1
Rahmen fiir den Zuschnitt  frames=1 unit=cm pixel width=0.008467 pixel height=0.008467
auf 430 x 430 px (3,64 x voxel depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); setTool(11);

3,64 cm) setTool(0); makeRectangle(4, 124, 430, 430);

Makro2 Setzt kreisformigen run("Properties...", "width=430 height=430 channels=1 depth=1
Rahmen (d=316 px) frames=1 unit=cm pixel width=0.008467 pixel height=0.008467
innerhalb dessen mittels voxel depth=1.00000 frame=0 origin=0,0"); run("Subtract
Grenzwertsetzung und Background...", "rolling=2 white"); run("Enhance Contrast",
Flachenanalyse die "saturated=0.5"); setAutoThreshold(); //run("Threshold...");
Kolonien gezéhlt und setThreshold(79, 240); run("Threshold", "thresholded remaining
vermessen werden black"); makeOval(38, 38, 354, 354); run("Analyze Particles...",

"size=0.0002-0.15 circularity=0.00-1.00 show=Masks display
exclude include summarize record");

! Anzuwenden in ImageJ v1.42q entsprechend der Software-Anleitung an eingescannten Koloniebildungsassays
im .tif-Format mit 300 dpi in 8-Bit Graustufen.

24322 XTT-Tests
Um Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die Ermittlung von Chemotherapeutika-Sensitivititswerten
und Wachstumskurven fiir die Ermittlung von Wachstumsgeschwindigkeiten zu erstellen
wurden XTT-Tests eingesetzt (siche auch Mutze et al. (2011) (159) Diese beruhen auf der
Umsetzung des Tetrazoliumsalzes XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
((phenylamino)carbonyl)-2H-tetrazoliumhydroxid) zu einem wasserloslichen Formazansalz
durch mitochondriale Dehydrogenasen. Um die Reaktion zu verstidrken wird das vorgewérmte
XTT-Reagenz (37 °C) durch Zugabe von 1 pl electron coupling reagent (ECR) je 50 pl
unmittelbar vor der Benutzung komplettiert. Die Umsetzung des XTT zum Formazansalz
fiihrt zu einem Anstieg der Absorption der Losung zwischen 450 und 500 nm, dessen Stirke
direkt mit der metabolischen Aktivitdt der Zellen korreliert und mit einem entsprechenden

Fotometer messbar ist (">,

XTT-basierte Chemosensitivitidtsanalysen
Die hier beschriebenen Chemosensitivititsanalysen wurden in Anlehnung an die Protokolle
und mit den Berechnungsmethoden des Developemental Therapeutics Program des NCI/NIH
durchgefiihrt %%,

Hierzu wurden je 2000 Zellen/Well in Dreifachbestimmung fiir jede zu messende
Wirkstoffkonzentration und Kontrolle in 75 pl Medium/Well in 96-Well-Platten ausgesit. In

einer weiteren 96-Well-Platte wurden fiir die Bestimmung des Ausgangswerts drei Wells je
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Zelllinie in gleicher Weise befiillt. Auf jeder Platte wurden zudem drei Wells mit Medium als
Leerwert mitgefiihrt. Nach 24 h wurden 25 pl Medium sowie 50 pl komplettiertes XTT-
Reagenz/Well in die Platte fiir die Bestimmung des Ausgangswerts gegeben und es erfolgten
2 h Inkubation bei 37 °C.

Tab. 24: Fiir XTT-basierte Chemosensitivititsanalysen eingesetzte Zytostatikakonzentrationen
Zytostatikum Zelllinie Konzentrationen [uM]
Cisplatin MKNI1 SP-und nicht-SP-Zellen 0, 2,5, 5, 10, 25
MKN28-Knockdown-Zellen 0,1,5,10, 25, 50
5-Fluorouracil MKN28-Knockdown-Zellen 0,1,5,10, 25,50

Die Messung der Extinktion erfolgte anschlieBend am Fotometer bei 492 nm gegen die
Referenz von 620 nm. Gleichzeitig erfolgte die Behandlung der Zellen in der zweiten Platte
mit den Chemotherapeutika durch Zugabe der jeweils vierfachen Endkonzentration in 25 ul
Medium/Well (Tab. 24). Die metabolische Aktivitit der behandelten Zellen wurde nach
weiteren 48 h durch Zugabe von 50 ul komplettiertem XTT-Reagenz, wie oben beschrieben,

gemessen (Endwert).

Die Berechnung der mittleren metabolischen Aktivitdit der Zelllinien fiir jede
Wirkstoffkonzentration erfolgte mit den leerwertkorrigierten Messwerten bezogen auf die
mediane metabolische Aktivitdt der unbehandelten Referenz gemdfl Formel 1. Aus der
Auftragung der metabolischen Aktivitdt iber der Wirkstoffkonzentration ergab sich jeweils
eine Dosis-Wirkungs-Kurve aus der die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsg) als Mal}

fiir die Chemosensitivitét berechnet wurde (Formel 2).

Formel 1:  Berechnung der relativen metabolischen Aktivitit als MaB fiir die Zellviabilitit '

fir EI>EO: Metabolische Aktivitéit [%] = (E;-E,) / (Ex-Eo) x 100

fiir E1<EO: Metabolische Aktivitét [%] = (E;-E,) / Eo x 100

! Abgewandelt von "? E,: mediane leerwertkorrigierte Extinktion zum Beginn der Behandlung (Ausgangswert),
E;: leerwertkorrigierte Extinktion der Probe (Einzelwell) am Ende der Behandlungszeit (Endwert), E;: mediane
leerwertkorrigierte Extinktion der unbehandelten Referenz am Ende der Behandlungszeit. Die mittlere
metabolische Aktivitdt ergibt sich aus dem Mittelwert der metabolischen Aktivitdten der Replikate.
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Formel 2:  Berechnung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICs) als MaB fiir die Chemo-
sensitivitat

Mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) = ((50-MA,) — (-C; x B)) / B

Anstieg B = (MA-MA,) / (C;-C,)

MA;: kleinste gemessene mittlere metabolische Aktivitit grofer 50 %, MA;: grofite gemessene mittlere
metabolische Aktivitdt kleiner 50 %, C;:zu MA,; gehorende Konzentration C;:zu MA, gehdrende
Konzentration, f: linearer Anstieg der Dosis-Wirkung-Kurve im Konzentrationsbereich der ICs

XTT-basierte Ermittlung von Kolonieverdoppelungszeiten
Fir die Ermittlung von Wachstumsgeschwindigkeiten in Form von mittleren
Kolonieverdoppelungszeiten wurden 1000 (SNUS5) oder 2000 Zellen (MKN1 und MKN28-
Knockdown-Zellen) je Well in Dreifachbestimmung fiir jeden Messpunkt in 100 pl
Medium/Well ausgesit. Dabei wurde fiir jeden Messzeitpunkt eine separate Platte angelegt,
welche zusitzlich drei Leerwerte (Mediumkontrolle) enthielt. Jeweils 24, 48 und 72 h nach
der Aussaat wurde ein Messwert durch Zugabe von 50 pl komplettiertem XTT-Reagenz/Well,
2 h Inkubation bei 37 °C und Messung der Absorption bei 492/620 nm erhoben. Nach Abzug
der Leerwerte und Uberpriifung der exponentiellen Form der Wachstumskurven wurden die
Messwerte der Zeitpunkte T1=24 h und T,=72 h zur Berechnung der Verdoppelungszeit in

Formel 3 eingesetzt.

Formel 3:  Berechnung der Kolonieverdoppelungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase mit der
Zwei-Punkt-Methode als MaB fiir die Wachstumsgeschwindigkeit

Kolonieverdoppelungszeit [h] = (Log(2) x (T»-Ty)) / (Log(E,)-Log(E,))

E;: leerwertkorrigierte Extinktion zum Zeitpunkt 7, [h], E;: leerwertkorrigierte Extinktion zum Zeitpunkt 7, [h],
wobei T2>T] gllt

2433 Sphéroidbildung

Die Féhigkeit zur Bildung von Sphiroiden unter serum- und anheftungsfreien Wachstums-
bedingungen wird als eine Eigenschaft von (Tumor-) Stammzellen angesehen (139 Der Anteil
dieser zur Sphiroidbildung fahigen Zellen kann demnach aus der Anzahl der gebildeten

Sphiroide je eingesetzter Zellzahl bestimmt werden.

Die hier vorliegenden Versuche wurden in Anlehnung an das Protokoll von
Jiet al. (2008) "®" durchgefiihrt. Je 2000 Zellen/Well wurden in 1 ml Stammzellmedium
(SZM, Tab. 25) in 24-Well-Platten fiir anheftungsfreies Wachstum ausgesit. Dabei wurden
bereits bei der Aussaat etwaige Zusitze (Cisplatin) zu dem Medium gemischt. Die Zellen

wurden 7 d inkubiert und anschlieBend die Sphéroide unter mikroskopischer Sicht ausgezéhlt.
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Fir die lichtmikroskopische Quantifizierung der Sphdroide wurden skalierte Okulare

eingesetzt, welche die Abschitzung der Koloniegrofle ermoglichten. In Anlehnung an die

(53)

Mammosphédren-Analysen von Pece et al. (2010) wurde als Mindestgroe 50 pum

Durchmesser festgelegt, um eine Kolonie als Sphéroid zu werten.

Tab. 25: Zusammensetzung des Stammzellmediums (SZM) fiir die Sphiroidbildungsassays '

Komponente Endkonzentration

DMEM 96 % (V/v)

N2 Supplement 1 % (v/v)

B27 Supplement 2 % (v/v)

bFGF 10 ng/ml

EGF 20 ng/ml
Antibiotikum/Antimykotikum 1 % (v/v)

! Adaptiert aus Ji ez al. (2008) ")

2434 Zellzyklusanalysen
Die Analyse der Zellzyklusphasen erfolgte mittels Propidiumiodid (PI)-Farbung am
fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS). Je 2,5x 10° Zellen der zu untersuchenden
Zelllinien wurden in 10 cm-Durchmesser-Zellkulturschalen ausgesdt, nach 24 h einem
Mediumwechsel unterzogen und nach weiteren 24 h fiir die FACS-Analyse geerntet. Im Zuge
des Mediumwechsels wurde ein Teil der Zellen mit 2 pM Cisplatin behandelt. Je 2 x 10°
Zellen wurden flir die FACS-Analysen aufbereitet. Dazu wurden die Zellen fiir 2 h in 70 %
Methanol bei RT fixiert, mehrfach in PBS gewaschen und fiir 20 min mit 10 pg/ml RNAse A
bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend in eiskalter PBS resuspendiert. Nach
Zugabe von 50 ug/ml PI und kurzer Inkubation wurden die Zellen am BD FACSCalibur™
analysiert. Die Stdarke des registrierten PI-Signals (Exitationsmaxiumum: 535 nm,
Emissionsmaximum: 617 nm) wurde als Surrogat fiir den DNA-Gehalt der Zellen gemessen
und anschlieBend mit der FloJo 7.6.4 Software fiir die Einteilung der Zellen in diploide Zellen
der G1-Phase und die tetraploiden Zellen der G2/M-Phase sowie die dazwischen liegenden
Zellen in der S-Phase genutzt. Dabei wurden die in der Software implementierten
halbautomatisierten Algorithmen (Watson-Pragmatic-Modell) fiir die relative Quantifizierung

der Zellen in den drei Zellzyklusphasen genutzt.

2.4.3.5 Side-population-Analysen

Die Analyse von side-populations (SP) basierte auf den von Goodell et al. (1996)

(133)

entwickelten Methoden , welche von Felix Schumacher fiir dieses Labor etabliert wurden

(Masterarbeit Felix Schumacher, 2008). Die Magenkarzinomzelllinien wurden bei einer
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Konfluenz von 80 % geerntet und sedimentiert (300 x g, 5 min, RT). AnschlieBend wurden
die Zellen in Férbemedium resuspendiert und auf eine Konzentration von 4 bis
6 x 10° Zellen/ml eingestellt. Fiir jede Probe und jede zugehdrige Verapamil- oder
Fumitremorgin C-Kontrolle wurden 5 ml aliquotiert. Die Vorbehandlung der Kontrollen mit
50 uM Verapamil oder 4 uM Fumitremorgin C erfolgte fiir 20 min bei 37 °C im Wasserbad.
Die iibrigen Proben wurden wihrend dieser Zeit ebenfalls im Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurde der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst33342 zu allen Proben gegeben
(Endkonzentration 10 pg/ml fir SNUS, 2 pg/ml fiir MKN1 und MKN28, 5 ug/ml fiir alle
weiteren Zelllinien) und fiir weitere 90 min unter regelméfigem Schwenken bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben 5 min auf Eis abgekiihlt um den aktuellen
Farbezustand zu konservieren. Nach erneuter Sedimentation (300 x g, 5 min, 4 °C) wurden

die Proben in 1 ml eiskalter PBS resuspendiert.

Unmittelbar vor der Analyse mit dem MoFlo FACS-Geridt wurden 2 pg/ml PI fiir die Lebend-

Tod-Diskrimination der Zellen zugegeben.

Die Exitation erfolgte mit einem Nd:YAG-Laser mit 355 nm/100 mW (JDSU Xcyte CY-355-
100). PI fluoresziert rot, Hoechst33342 hat ein rotes und ein blaues Emissionsmaximum
(Hoechst-Rot/Blau). Die Pl-Intensitit wurde wie die Hoechst-Rot-Intensitdt durch einen
675£20 nm Langpassfilter gemessen, die Hoechst-Blau Emission wurde mit einem 610 nm
Kurzpass dichroischem Spiegel abgetrennt und durch einen 450+25 nm Bandpassfilter
gemessen. Die geringe Signalintensitdt von Hoechst-Rot im Vergleich zu PI ermdglicht die

simultane Messung durch das gleiche Filtersystem.

Anhand der 2D-Plots von Vorwirts- (FSC) gegen Seitwirtsstreuung (SSC) und PI-Intensitét
gegen FSC wurden Zelltriimmer (geringe Signalintensitidt in SSC/FSC) und tote Zellen
(PI"*'"™) aus der Messung ausgegrenzt. Weiterhin wurden zusammenhéngende Zellen anhand
der groBeren Impulsbreite ausgegrenzt. Die in der Messung verbliebenen vitalen Einzelzellen
wurden anschlieBend im 2D-Plot von Hoechst-Rot gegen Hoechst-Blau auf das
Vorhandensein von SP-Zellen analysiert. Diese sind per definitionem schwicher gefarbt als
die Mehrheit der Zellen und weisen eine leichte Verschiebung in den blauen Fluoreszenz-
bereich auf. Die Zellen der SP-Fraktion wurden separat von der nicht-SP-Fraktion in
eiskaltem Zellkulturmedium aufgefangen. Die so separierten Zellpopulationen wurden

anschliefend in vergleichenden Untersuchungen eingesetzt.

2.4.3.6 Herunterregulation der NOTCHI- und NOTCH2-Expression in
Magenkarzinomzelllinien

Die Expression von NOTCHI und NOTCH2 wurde in den Zelllinien MKN28 und AGS

mittels lentiviral vermittelter RNA-Interferenz (RNAi oder Knockdown) herunterreguliert.
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Hierzu wurden Plasmide mit vier verschiedenen shRNA-Konstrukten gegen NOTCH?2 an der
Zelllinie MKN28 gepriift und die beiden Konstrukte mit der grofiten Knockdown-Effizienz
weiter verwendet. Zwei Konstrukte gegen NOTCH1 wurden auf personliche Empfehlung von
Anja Baumgart ausgewihlt "®?. Als Kontrolle wurde ein geeignetes Konstrukt mit einer

unspezifischen Sequenz eingesetzt (Tab. 11).

Von der Verpackungszelllinic HEK293T wurden jeweils 1,8 x 10° Zellen in 6 cm-Durch-
messer-Zellkulturschalen in 5 ml DMEM ohne Antibiotika ausgesit. Nach 24 h erfolgte die
liposomenvermittelte Transfektion der Verpackungszelllinie mit den jeweiligen shRNA-
Plasmiden sowie den Verpackungsplasmiden durch Zugabe von 600 pl Transfektionsansatz

(Tab. 26). Nach 6 bis 8 h Inkubation wurde das Medium gewechselt.

Tab. 26: Zusammensetzung eines Transfektionsansatzes fiir den lentiviral vermittelten Knockdown '
Komponente Lieferant Menge
Verpackungsvektor pMD2.G Addgene 4 ng
Verpackungsvektor psPAX2 Addgene 4 ng
shRNA-Plasmid > Sigma 4ng
Turbofect ThermoScientific 12 pl
Opti-MEM® Gibco/Invitrogen ad 600 pl

120 min Inkubation bei RT, danach sofort zu verwenden. * Siehe Tab. 11

Nach weiteren 12 h wurde das Medium erneut ersetzt und der abgenommene virushaltige
Uberstand fiir die lentivirale Transfektion filtriert (PorengroBe 0,45 um) und mit 1 ml
RPMI 1640-Medium und 8 pg/ml Polybrene auf die 24 h zuvor ausgesiten Zielzellen
(MKN28: 4,5 x 10° Zellen/6 cm-Durchmesser-Zellkulturschale, AGS: 1,5 x 10° Zellen/6 cm-
Durchmesser-Zellkulturschale) gegeben. Diese Ubertragung des Uberstandes wurde noch
weitere zwei Mal im Abstand von je 12 h durchgefiihrt. Nach weiteren 12 h erfolgte der
Wechsel auf virusfreies RPMI 1640-Medium (Vollmedium).

Die Selektion der transfizierten Zellen erfolgte mit 2,5 ng/ml Puromycin fiir 10 d, danach
wurde auf eine Erhaltungsdosis von 1 pg/ml Puromycin umgestellt. Das Puromycin wurde bei
jedem Mediumwechsel frisch zugegeben. Die Uberpriifung der Knockdown-Effizienz erfolgte
in regelméfBigen Abstinden mittels qRT-PCR.

Alle Arbeiten mit potentiell virushaltigen Uberstinden und virusproduzierenden Zellen

fanden unter S2-Bedingungen statt.
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2.44 Statistik

Fiir die Auswertung der Genexpressionsdaten des initialen Screenings sowie des Offentlich
zugéanglichen Datensatzes wurden mittels konditionaler Inferenztests optimale Grenzwerte fiir
die Dichotomisierung beziiglich des Uberlebens gesucht sowie fiir maximal selektierte
Statistiken geeignete p-Werte berechnet . Genexpressionswerte groBer oder gleich dem
Grenzwert wurden als hohe Expression definiert, Expressionswerte unter dem Grenzwert

wurden als niedrig definiert.

Die Abschitzung von Uberlebensraten erfolgte mit Kaplan-Meier Kurven, der Vergleich von
Uberlebensraten zwischen Patientengruppen erfolgte mit Log-Rang-Tests. Die prognostische
Relevanz einzelner Faktoren fiir das Uberleben wurde anhand von relativen Risiken in Cox-
Regressions-Modellen abgeschitzt. Fiir die multivariaten Cox-Regressions-Analysen wurde
eine schrittweise Vorwirtsselektion von Variablen anhand von Wahrscheinlichkeitsquotienten
genutzt. Die Anzahl der eingeschlossenen Variablen im finalen Modell wurde auf ein Zehntel

der Anzahl der Ereignisse begrenzt !

Unterschiede zwischen korrespondierenden Proben in den vergleichenden Genexpressions-
analysen an zusammengehorenden Biopsien und Resektaten wurden mit dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test untersucht. Fiir die Vergleiche der immunhistochemischen Firbung
zwischen Biopsien und Resektaten wurde die exakte Signifikanz des Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test berechnet.

Mann-Whitney-U-Tests, x*-Tests und der Fisher-Yates-Tests wurden fiir die Beurteilung der
Verteilung von klinisch-pathologischen Parametern sowie zur Abschidtzung der Verteilung
von kategorialen Variablen genutzt.

(169 nd Java TreeView Software

Hierarchische Cluster-Analysen wurden mit Cluster 3.0
(v1.1.512) (165) durchgefiihrt. Hierzu wurden die relativen Expressionswerte logarithmisch
transformiert, am Median zentriert und normalisiert. AnschlieBend erfolgte die Cluster-
einteilung mittels absoluter Kopplung (complete linkage) anhand einer Pearson-Korrelations-

basierten, unzentrierten Abstandsmatrix.

Fiir die Erstellung einer Korrelationsmatrix wurden Spearman-Rho-Korrelationsanalysen aller
untersuchten Gene durchgefiihrt. Die p-Werte in der Korrelationsmatrix wurden entsprechend
der Bonferroni-Methode zur Korrektur von Fehlern 1. Art mit einem Korrekturfaktor &£ multi-
pliziert "%, Dieser entspricht der Anzahl der durchgefithrten Tests und wurde fiir die
Korrelationsmatrix anhand von Formel 4 berechnet. Die resultierenden korrigierten p-Wert

wurde mit pg bezeichnet und ab einem Wert von pg<0,05 als signifikant gewertet.
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Formel 4:  Berechnung des Bonferroni-Korrekturfaktors & fiir die p-Wert-Korrektur in einer Kor-
relationsmatrix mit n eingeschlossenen Genen.

k =m/2)x(m-1)

k: Bonferroni-Korrekturfaktor, n: Anzahl eingeschlossener Gene

Ein auf multivariaten Cox-Regressions-Modellen basierender Risiko-Score wurde in
Anlehnung an die von Cho eral. (2011)"°”? beschriebenen Methoden berechnet. Die
Erstellung dieses Scores erfolgte im Wesentlichen durch die Bildung der Produkte aus dem
Cox-Regressions-Koeffizient (CRK) der eingeschlossen Gene und ihrer jeweiligen
normalisierten relativen Genexpression (RE) und der anschlieBenden Summation dieser
Werte fiir jeden Patienten (Formel5). Die Ermittlung von optimalen Grenzwerten fiir

Dichotomisierungen erfolgte mit Log-Rang-Statistiken.

Formel 5:  Allgemeine Formel zur Berechnung individueller Risiko-Scores

Risiko-Score = (CRK, x RE,) + (CRK; x RE,) + ... + (CRK, x RE,)

CRK: Cox-Regressions-Koeffizient, RE: relative Genexpression, fiir I bis n eingeschlossene Gene

Alle statistischen Tests erfolgten explorativ und zweiseitig auf einem Signifikanzniveau o
von 0,05 unter Zuhilfenahme von SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und R (R
Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich). Diese Fallzahlen und Anzahl der
Ereignisse waren ausreichend grofl, um die in dieser Arbeit untersuchten Parameter zu
schitzen "*"'*?_ Die Studie entspricht den Vorgaben der Reporting Recommendations for
Tumour Marker Prognostic Studies (REMARK Kriterien) (168)

2.4.5 Nutzung offentlicher Datenbanken

Uber die Online-Datenbank von BRB-ArrayTools '®” wurde auf einen frei zuginglichen
Genexpressionsdatensatz (cDNA Microarray fiir ~33300 Gene) von primdr resezierten
Magenkarzinomen mit zugehdrigen Uberlebensdaten zugegriffen (79 und mit dem BRB-
ArrayTools-Plugin analysiert. Der Datensatz enthielt Expressionswerte fiir alle Referenz- und
Zielgene der initialen Screening-Analysen, aufler UBC. Fiir die Normalisierung der
Genexpressionsdaten wurden von den verfiigbaren Referenzgenen (POLR2A und IPOS)
jeweils die Sonden mit dem geringsten Interquartilsabstand (IQR) und moglichst wenigen
fehlenden Werten ausgewdhlt. Nach der Normalisierung wurden die Sonden der Zielgene auf

diejenige mit dem jeweils grofBten IQR und wenigsten fehlenden Werten reduziert.
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Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit mit dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv von
Tumorresektaten mit TRG2 zu gewdhrleisten wurden nur Patienten mit lokal fortgeschrittene
Magenkarzinomen (T3 und 4) eingeschlossen. Die wichtigsten klinischen Parameter der

Patienten in dem 6ffentlichen Datensatz sind in Tab. 27 zusammengefasst.

Tab. 27: Charakteristika der Patienten mit lokal fortgeschrittenem Magenkarzinom (T3 und 4) in
einem 6ffentlich zugiinglichen Magenkarzinom-Genexpressionsdatensatz

Variable Kategorie n
Patienten 57
Geschlecht Weiblich 23

Minnlich 34
Lokalisation Proximal 20

Andere 37
Laurén Intestinal 37

Nichtintestinal 20
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3. Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalysen in Tumoren

3.1.1 Ermittlung geeigneter Referenzgene

Um eine Genexpressionsanalyse an verschiedenen Proben durchzufiihren, miissen die
erhobenen Daten durch geeignete Normalisierungsmethoden soweit wie moglich vergleichbar
gemacht werden. Das bedeutet, dass moglichst alle technisch und methodisch bedingten
Schwankungen durch Normalisierung der Daten auf intrinsisch konstante Eigenschaften,
welche nicht von biologischen Unterschieden zwischen den Proben beeinflusst werden,
ausgeglichen werden miissen. Dies kann durch Normalisierung auf geeignete Referenzgene
geschehen, deren Expression innerhalb des betrachteten Probenkollektivs mdglichst geringen
Schwankungen unterliegt. Eine mathematische Kombination der Expressionswerte von
mehreren Referenzgenen ist dabei der Normalisierung auf ein einzelnes Referenzgen
vorzuziehen, da auch die sogennnten housekeeping-Gene (,,Haushaltsgene®, also Gene, deren
Expression fiir die Aufrechterhaltung grundlegender Zellfunktionen bendtigt wird und sich
daher theoretisch nie verdndert) unter Umstinden regulativen Prozessen unterworfen
sind (%%,

Fiir die Festlegung geeigneter Referenzgene fiir die Genexpressionsanalysen mit TagMan®
Low Density Arrays (TLDAs) wurde ein Testkollektiv aus acht Magenkarzinomen zweimal
mit dem Human Endogenous Control Panel-TLDA analysiert. Die finf Gene mit den
geringsten Standardabweichungen des Ci-Wertes fiir alle analysierten Proben erreichten in
beiden Experimenten Abweichungen unter 1,0 (Tab.28). TBP wurde als ungeeignet
eingestuft, da das Gen im ersten Experiment in drei von acht Proben nicht oder nur teilweise
detektiert wurde. Von den verbliebenen vier potentiellen Referenzgenen wurde HMBS
aufgrund der im Vergleich grofiten Schwankungsbreite ausgeschlossen. Die drei verbliebenen
Kandidaten [IPOS8 (Importin 8), POLR2A (Polymerase (RNA) II (DNA directed) poly-
peptide A) und UBC (Ubiquitin C) wurden als Referenzgene fiir die Genexpressionsanalysen
festgelegt.
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Tab. 28: Mittlere C,-Werte und Standardabweichungen der potentiellen Referengene
Experiment 1 Experiment 2

Gen MW C, SA MW C; SA
188 17,1 2,45 18,1 2,39
ACTB 25,7 2,46 27,3 2,56
B2M 21,5 1,02 22,1 0,99
GAPDH 26,3 1,67 26,9 1,65
GUSB 28,5 1,10 29,2 1,07
HMBS '’ 30,0 0,98 30,7 0,95
HPRTI1 30,2 1,39 31,3 1,31
IPOS * 27,8 0,88 28,5 0,84
PGKI1 24,0 1,59 26,5 1,51
POLR24 " 23,3 0,83 27,3 0,87
PPIA 22,6 1,08 24,5 1,17
RPLPO 24,6 1,36 25,5 1,32
TBP' 29,4 0,79 30,5 0,98
TFRC 28,8 1,82 29,3 1,36
UBC' 21,6 0,75 24,2 0,77
YWHAZ 28,9 1,03 30,4 0,72

MW C,: Mittelwert der mittleren C,-Werte aller Proben; SA4: Standardabweichung der mittleren C-Werte iiber
alle Proben; Mit T markierte Gene erreichten in beiden Experimenten eine SA<1,0.

Die nachtrigliche Uberpriifung der Expressionsdaten des Testkollektivs mit einem weiteren
Verfahren (GeNorm) anhand der Daten von Experiment 1 ergab POLR2A und B2M als am
stabilsten exprimierte Gene in dem Testkollektiv, gefolgt von GUSB, IPO8 und UBC
(Abb. 7). Die gleiche Analyse mit den Daten von Experiment 2 zeigte POLR2A an 3. Stelle,
IPOS an 4. und UBC an 7. Stelle der Stabilititswertung (Stabilititswerte M<0,5).

In allen nachfolgenden Genexpressionsanalysen mit TLDAs wurde das geometrische Mittel
der Genexpression von /PO8, POLR2A4 und UBC als Normalisierungsfaktor eingesetzt. Sybr
Green-basierte qRT-PCR-Analysen wurden auf das geometrische Mittel von /POS8 und
POLR2A normalisiert, ebenso wie die Expressionsdaten aus Offentlich zuginglichen
Datenbanken (Vergleich Abschnitt 2.4.5).
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Abb. 7: Ermittlung der Genexpressionsstabilitit potentieller Referenzgene. Die mit dem GeNorm-

Algorithmus ermittelte Stabilitdtskurve der potentiellen Referenzgene zeigt die festgelegten
Referenzgene POLR2A, IPOS und UBC an 1., 4. und 5. Stelle der Stabilitdtswertung.

3.1.2 Analyse tumorstammzellassoziierter Gene in residualen
Magenkarzinomzellen nach neoadjuvanter Chemo-
therapie

Die Genexpression von 44 tumorstammzellassoziierten Genen und GAPDH wurde in 63
Tumoren mit Tumorregressionsgrad (TRG) 2 analysiert. Die Tumoren mit TRG2 wurden fiir
die geplanten Analysen ausgewéhlt, da sie ein deutliches Therapieansprechen zeigten und

trotzdem ausreichend Tumormaterial zur Verfiigung stand.

Acht der untersuchten Gene waren in mehr als zehn Proben niedrig oder gar nicht exprimiert
(C-Wert>35 beziehungsweise nicht detektierbar). Am schwichsten wurde SFRPI exprimiert
(36 Proben mit C-Werten>35, davon 17 nicht detektierbar), gefolgt von LGRS (20/7),
GADD454 (23/2), HDACI (21/5), ABCG2 (17/2), OLFM4 (16/4), CDX2 (15/5) und HDAC?2
(12/0). Drei der iibrigen Gene waren in maximal zwei Proben nicht detektierbar (SHH,
CD133 und IHH). Elf weitere Gene wiesen in mindestens einer Probe (Mittelwert: 2,1+2.5)
einen C-Wert zwischen 35 und 40 auf (Abb. 8). Die Untersuchung der cDNA-Reinheit bei
einer Stichprobe von drei Proben ergab keine Anhaltspunkte fiir eine Verunreinigung mit
gDNA.

Die Messungen verteilten sich auf 17 TLDAs. Von 6528 Wells wurden 183 (2,8 %) aus
verschiedenen Griinden ausgeschlossen. Offensichtliche mechanische Defekte in der
Plattenversiegelung von drei Platten verursachten 96 (52 %) der verzeichneten Ausfille. Die
iibrigen ausgeschlossenen Wells waren hauptsdchlich auf niedrig exprimierte Gene zuriick-
zufithren, bei denen ein Duplikat einen hohen Ci-Wert hatte, wihrend das zweite Duplikat
nicht amplifiziert wurde und deshalb entsprechend der Auswertungsrichtlinien ausgeschlossen

wurde.
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Abb. 8: Ubersicht iiber die C-Werte aller untersuchten Gene. Dargestellt sind die Mediane
(Mittellinie), 25 bis 75 %-Quartile (Box) sowie der Maximal- und Minimalwert (Whisker) fiir
jedes Gen iber alle Proben (n=63). Nicht amplifizierte Proben wurden auf einen C-Wert von 40
festgelegt.

3.1.2.1 Korrelation der Expression zwischen den einzelnen Genen
Es wurde die Korrelation der Expression aller Gene untereinander analysiert um gemeinsame
Expressionsmuster zu erkennen. Alle auf einem Niveau von 0=0,05 signifikanten
Korrelationen wiesen Spearman-Rho-Korrelationskoeffizienten (p) von <-0,49 (negative
Korrelation) oder >0,49 (positive Korrelation) auf. 35 der untersuchten Gene korrelierten in
threr Expression signifikant mit der Expression mindestens eines anderen Gens. Tab. 29 stellt

alle signifikanten, paarweisen Korrelationen dar.

Die stérkste positive Assoziation ergab sich zwischen den Expressionswerten von LIN28 und
NANOG (p=0,91, pp<0,001). Ebenfalls positiv mit der Expression von LIN28 und NANOG
sowie untereinander korrelierten die Expressionswerte von POUSF1, SOX2, FZD1, ASCL?2
und FOXD3. Etwas schwichere, teilweise nicht signifikante Assoziationen ergaben sich
zwischen den genannten Genen und der Expression von ATXNI (p von 0,44 bis 0,61). Die
Expression von CDHI war mit einigen der genannten Genexpressionen signifikant negativ
korreliert: FOXD3, FZD1, LIN28 und NANOG (p von -0,56 bis -0,50). Die Expression von
CD24 war mit der Expression von ASCL2, LIN28 und NANOG signifikant positiv korreliert.
Eine weitere Gruppe von Genen mit grofitenteils kreuzweise positiv korrelierenden
Expressionen stellten CD34, NOTCH2, SFRP1 und SMO dar. Die Expression von HDACI
korrelierte positiv mit der HDAC2-Expression. Aulerdem waren diese Gene mit GAPDH
sowie etwas schwicher mit CTNNBI und AXINI korreliert. Auch die letztgenannten Gene

korrelierten untereinander hochsignifikant in ihrer Expression.
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Tab. 29: Korrelation der Expression einzelner Gene in Tumorresektaten mit TRG2
Korrelierende Gene Korrelationskoeffizient ' ps’
LIN28 NANOG 0,91 <0,001
FOXD3 FZDI 0,88 < 0,001
FOXD3 NANOG 0,86 <0,001
NANOG POUSFI 0,85 <0,001
FOXD3 POUSFI 0,85 < 0,001
FZDI NANOG 0,84 < 0,001
FZDI SOx2 0,84 < 0,001
FOXD3 SOXx2 0,82 < 0,001
GAPDH HDAC2 0,81 < 0,001
NANOG SOX2 0,81 < 0,001
ASCL2 NANOG 0,79 <0,001
ASCL2 LIN28 0,77 <0,001
LIN29 POUSFI 0,77 < 0,001
ASCL2 FOXD3 0,77 < 0,001
FOXD3 LIN28 0,77 < 0,001
FZDI LIN28 0,77 < 0,001
FZDI POUSF1 0,76 < 0,001
POUSFI SOXxX2 0,74 < 0,001
ASCL2 FZDI 0,73 < 0,001
BMI1 NOTCH!I 0,73 < 0,001
GADD45A4 GAPDH 0,72 < 0,001
ASCL2 POUSF1 0,71 < 0,001
LIN30 SOxX2 0,71 <0,001
AXIN1 CTNNBI 0,68 <0,001
CTNNBI GAPDH 0,67 <0,001
ASCL2 SOXx2 0,67 <0,001
CD34 SFRPI 0,66 < 0,001
GAPDH HDACI 0,66 < 0,001
AXINI GAPDH 0,65 < 0,001
GLI1 PTCHI 0,65 < 0,001
HDACI HDAC2 0,65 <0,001
CD34 NOTCH?2 0,61 <0,001
ASCL2 CD24 0,61 <0,001
ATXNI LIN28 0,61 <0,001
NOTCH?2 SMO 0,61 <0,001
CD34 SMO 0,59 < 0,001
ATXN1 NANOG 0,59 0,001
PTCHI SMO 0,58 0,001
CTNNBI MYC 0,58 0,001
ASCL2 ATXN1 0,58 0,001
GADD454 HDAC2 0,57 0,001
CDHI NANOG -0,56 0,002
CD24 LIN28 0,56 0,002
CDHI LIN28 -0,56 0,002
DKK3 NOTCH?2 0,56 0,003
ATXN1 GLII 0,55 0,003
GAPDH MYC 0,55 0,004
ATXNI SOX2 0,55 0,004
HDACI NOTCH!I 0,55 0,004
CTNNBI HDAC2 0,54 0,005

CDX2 IHH 0,54 0,005
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Korrelierende Gene Korrelationskoeffizient ' ps’
GLII SMO 0,54 0,006
CTNNBI HDACI 0,52 0,012
ATXNI FZDI 0,52 0,012
AXINI IHH 0,52 0,013
AXINI HDACI 0,52 0,016
CD34 GLII 0,52 0,017
CDH]I FOXD3 -0,52 0,018
CD24 GAPDH 0,51 0,018
IHH MYC 0,51 0,021
CD24 NANOG 0,51 0,022
AXINI MYC 0,51 0,025
DKK3 NOTCHI 0,50 0,028
CHDI LIN28 0,50 0,032
CHDI NANOG 0,50 0,033
MKI67 SMO - 0,50 0,033
CDX2 NOTCHI 0,50 0,037
DNMT3A4 DNMT3B 0,50 0,037
CDH1I FZDI - 0,50 0,040
NOTCH?2 SFRPI 0,50 0,040
ABCBI SMO 0,49 0,047
CDX2 MKI67 0,49 0,047
ABCBI CD34 0,49 0,049

! Spearman-Rho-Korrelation, * Signifikanzwert korrigiert nach Bonferroni

3.1.2.2 Assoziation der Genexpression mit klinischen und
pathologischen Parametern

Die Assoziation der Genexpressionsdaten mit klinischen und pathologischen Parametern
wurde mit Kreuztabellenvergleichen untersucht. Hierzu wurden die Patienten jeweils anhand
der klinisch-pathologischen Parameter und der Genexpression gruppiert. In Bezug auf die
relative Genexpression wurden fiir die Dichotomisierung die entsprechenden optimalen
Grenzwerte fiir die Assoziation zwischen der Genexpression und dem Gesamtiiberleben der

Patienten herangezogen (siehe auch Abschnitt 3.1.2.3).

Die Vergleiche der Genexpression mit der lokalen Tumorausdehnung im Resektat nach der
Chemotherapie (ypT-Status) zeigten eine signifikante positive Assoziation von hherem ypT-
Status (ypT3 oder ypT4) mit einer hoheren Expression von FZDI (p=0,014), POUSFI
(p=0,017), NANOG (p=0,041) und GLII (p=0,045). Eine hohe Expression von CDHI oder
LGR5 war dagegen mit einem niedrigeren ypT-Status verkniipft (p=0,014 und 0,017)
(Tab. 30).
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Tab. 30: Assoziation der Genexpression mit der lokalen Tumorausdehnung (ypT)

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ypTO bis ypT2 ypT3 und ypT4 p’

FZDI <1,59 41 10 0,012 *
>1,59 5 7

CDHI <2,247 22 14 0,014
>2.247 24 3

POUSFI  <0,897 39 9 0,017 *
> 0,897 7 8

LGRS <0,476 17 12 0,017
> 0,476 29 5

NANOG <1,15 39 10 0,041 *
>1,15 7 7

GLII <1,688 34 8 0,045
> 1,688 12 9

' Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, ? y>-Test mit Freiheitsgrad 1, asymptotische Signifikanz (zweiseitig)
nach Pearson, mit * gekennzeichnete Werte: exakte Signifikanz (zweiseitig) nach Fischer

Eine signifikante inverse Assoziation mit dem Metastasenstatus (ypM) der Patienten konnte
fiir die Expression von PTCHI, LGR5, CTNNBI und ASCL2 gefunden werden (p=0,004,
0,009, 0,016 und 0,049) (Tab. 31). Bei diesen Genen ging tendenziell eine hohe Expression
mit negativem Metastasenstatus einher. Dies traf auch auf die Genexpressionen zu, deren
Assoziation mit dem Metastasenstatus keine Signifikanz erreichte. Die Expression von
NOTCH? bildete hier eine Ausnahme; eine niedrige NOTCH2-Expression stand im

Zusammenhang mit einem negativen Metastasenstatus.
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Tab. 31: Assoziation der Genexpression mit dem Metastasenstatus (ypM) '

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ' ypMO ypM1 p’

PTCHI <1,155 6 6 0,004 *
>1,155 46 5

LGRS <0,476 20 9 0,009
>0,476 32 2

CTNNBI <09 9 6 0,016 *
> 0,9 43 5

ASCL?2 <021 5 4 0,042 *
> 021 47 7

CDX2 <341 37 11 0,053 *
>3,41 15

DNMT34 <1416 22 8 0,066
>1,416 30 3

PROMI <0,096 16 7 0,081 *
> 0,096 36 4

DNMT3B  <0,349 4 3 0,095 *
> 0,349 48 8

NOTCH2?  <0,553 28 3 0,109
>0,553 24 8

' Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, * y2-Test mit Freiheitsgrad 1, asymptotische Signifikanz (zweiseitig)
nach Pearson, mit * gekennzeichnete Werte: exakte Signifikanz (zweiseitig) nach Fischer

Die Expression von drei Genen war in dieser Untersuchung signifikant mit dem
Lymphknotenstatus (ypN) verkniipft: CCNDI, POU5SFI und OLFM4 (p=0,012, 0,024 und
0,034, siche Tab. 32). Bei den beiden erstgenannten war eine hohe Expression mit einem
Lymphknotenbefall assoziiert, wihrend sich die umgekehrte Tendenz beziiglich der

Expression von OLFM4 zeigte.



Ergebnisse | 71

Tab. 32: Assoziation der Genexpression mit dem Lymphknotenstatus (ypN)

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ' ypNO ypN1 p’

CCND1 <1,24 23 27 0,012 *
>1,24 1 12

POUSF1 <0,897 22 26 0,024
> 0,897 2 13

OLFM4 < 14,69 17 36 0,034 *
> 14,69 7 3

! Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, * y2-Test mit Freiheitsgrad 1, asymptotische Signifikanz (zweiseitig)
nach Pearson, mit * gekennzeichnete Werte: exakte Signifikanz (zweiseitig) nach Fischer

Eine hohe Expression von CCNDI war weiterhin mit der Laurén-Klassifikation vom
intestinalen Typ assoziiert (p=0,003), wihrend eine hohe SFRPI-Expression besonders in als
nichtintestinal klassifizierten Fillen vorlag (p=0,010) (Tab. 33).

Tab. 33: Assoziation der Genexpression mit der Laurén-Klassifikation '

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ' Intestinal Nichtintestinal p’

CCND1 <1,24 14 36 0,003
> 1,24 10 3

SFRPI1 <12,81 24 29 0,010
> 12,81 0 10

' Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, * y>-Test mit Freiheitsgrad 1, exakte Signifikanz (zweiseitig) nach
Fischer

Eine proximale Tumorlokalisation war gegeniiber anderen Lokalisationen mit geringerer
Expression von FZD1 und NANOG und hoher Expression von CCND] assoziiert (p=0,040,
0,047 und 0,047) (Tab. 34).

Minnliche Patienten hatten tendenziell eine niedrigere Expression von ALDHI1AI (p=0,005)
und SFRPI (p=0,013) als weibliche Patienten (Tab. 35).
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Tab. 34: Assoziation der Genexpression mit der Tumorlokalisation '

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ' Proximal Andere p’

FZDI1 <1,59 38 13 0,040
>1,59 3 7

NANOG <1,15 37 12 0,047
>1,15 6 8

CCND1 <1,24 31 19 0,047
>1.24 12 1

' Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, * y>-Test mit Freiheitsgrad 1, exakte Signifikanz (zweiseitig) nach
Fischer

Tab. 35: Assoziation der Genexpression mit dem Geschlecht der Patienten

Anzahl der Patienten

Relative

Gen Expression ' M:innlich Weiblich p’

SFRPI1 <12,81 43 10 0,013
>12,81 4 e

ALDHIAI <1,034 15 1 0,050
> 1’034 32 15

'Optimale Grenzwerte fiir das Uberleben, * x2-Test mit Freiheitsgrad 1, exakte Signifikanz (zweiseitig) nach
Fischer

Mit dem Alter der Patienten, eingeteilt in groBer oder kleiner/gleich dem medianen Alter
(58 a), gab es keine signifikanten Assoziationen. Fiir den Differenzierungsgrad (Gl und G2
versus G3) waren aufgrund der geringen Anzahl von Fillen mit hohem Differenzierungsgrad

(n=5 in G1 oder G2) ebenfalls keine signifikanten Assoziationen feststellbar.
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3.1.2.3 Assoziation der Genexpression mit dem Uberleben der Patienten
3.1.2.3.1 Konditionale Inferenztests, sowie uni- und multivariate Cox-Regressions-
analysen

Um bei der Vielzahl an untersuchten Genen valide Daten zur Assoziation der Expression
einzelner Gene mit dem Uberleben zu erhalten wurden konditionale Inferenztests
durchgefiihrt. Diese permutationsbasierten Tests lieferten Signifikanzwerte fiir die
Assoziation zwischen der Genexpression und dem Gesamtiiberleben (overall survival, OS)

der Patienten, sowie optimale Grenzwerte fiir die Dichotomisierung der Patientengruppen.

Es zeigte sich, dass eine hohe Expression von GSK3B, DNMTI und CTNNBI jeweils
signifikant mit einem besserem Gesamtiiberleben der Patienten assoziiert war (p=0,006, 0,041
und 0,043). Deutliche Unterschiede im medianen Uberleben von Patienten mit hoher und
niedriger Expression von ABCG2, OLFM4 und NOTCH?2 wurden beobachtet, obwohl diese
nicht signifikant waren (p=0,051, 0,055 und 0,071) (Tab. 36). Fiir alle diese Gene aufler
NOTCH?2 war eine hohe Expression mit besserem Uberleben assoziiert. Die mit konditionalen
Inferenztests ermittelten Grenzwerte fiir alle Gene sowie die zugehorigen Gruppengro3en und
p-Werte sind in Tab. A3 (Anhang) zu finden.

Tab. 36: Assoziation der Genexpression mit dem Uberleben

Grenzwert ) )

der relativen n Medianes UL n Medianes UL
Gen Genexpression'  (<GW)  [mo] =GW) [mo] p'
GSK3B 1,119 40 47,1 23 102,6 0,006
DNMTI1 1,299 53 421 10 n.e. 0,041
CTNNB1 0,900 15 32,3 48 94,9 0,043
ABCG2 4,240 54 471 9 102,6 0,051
OLFM4 14,690 53 40,4 10 n.e. 0,055
NOTCH?2 0,553 31 94,9 32 40,4 0,071

1Signiﬁkanzwert bestimmt mit konditionalen Inferenztests, GW: Grenzwert, UL: Uberleben, n.e.: medianes
Uberleben wurde nicht erreicht

Die univariate Cox-Regressionsanalyse basierend auf den kontinuierlichen Expressionswerten
zeigte tendenziell dhnliche Ergebnisse, wobei nur eine hdhere GSK3B-Expression signifikant

mit besserem Uberleben assoziiert war (Tab. 37).
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Tab. 37: Univariate Cox Regressionsanalyse ! und Uberleben der Patienten

Gen RR 95 % KI p
GSK3B 0,220 0,064 — 0,756 0,016
DNMTI 0,379 0,138 — 1,042 0,060
CTNNBI1 0,567 0,305 - 1,052 0,072
ABCG2 0,851 0,707 — 1,024 0,087
OLFM4 0,987 0,969 — 1,006 0,191
NOTCH?2 3,326 0,935 - 11,840 0,064

!kontinuierliche Genexpressionswerte, RR: relatives Risiko, 95 % KI: 95 % Konfidenzintervall

Um die prognostische Wertigkeit der gefundenen Assoziationen gemeinsam mit den
prognostisch relevanten klinischen Parametern zu untersuchen wurde eine multivariate Cox-
Regressionsanalyse mit schrittweise vorwérts gerichteter Variablenselektion durchgefiihrt.
Als Variablen wurden die wichtigsten prognostischen, klinisch-pathologischen Parameter
(ypT, ypN, ypM und Resektionsstatus) sowie die in den konditionalen Inferenztests
signifikant mit dem Uberleben assoziierten Genexpressionswerte von GSK3B, DNMTI und
CTNNBI eingeschlossen. Die Variablenselektion endete im zweiten Schritt mit der GSK3B-
Expression als zweiten unabhédngigen prognostischen Faktor nach dem Metastasenstatus
(p=0,003) (Tab. 38).

Tab. 38: Multivariate Cox-Regressionsanalyse ' und Uberleben der Patienten

Rang  Variable RR 95 % KI p
1 Fernmetastasen (ypM1) 23,893 8,159 — 69,972 < 0,001
2 GSK3B 0,128 0,033 — 0,492 0,003

"Vorwirtsselektion (Wahrscheinlichkeitsquotient), eingeschlossene Parameter sind die GSK3B-, DNMTI- und
CTNNBI-Expression (kontinuierliche Werte), ypT, ypN, ypM und Resektionskategorie. RR: relatives Risiko,
95 % KI: 95 % Konfidenzintervall

3.1.2.3.2 Clusteranalysen
Um unabhingig von grenzwertbasierten Methoden weitere Zusammenhénge der gemessenen
Genexpression mit dem Uberleben der Patienten zu erkennen wurden nichtiiberwachte
Clusteranalysen (unsupervised clustering) mit absoluter Kopplung (complete linkage) anhand

einer Pearson-Korrelation-basierten, unzentrierten Abstandsmatrix durchgefiihrt.

Bei einer Clusteranalyse unter Verwendung aller verfiigbarer Genexpressionsdaten wurde

kein signifikanter Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben nachgewiesen.
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Die gemeinsame Clusteranalyse der Gene, welche die beste Assoziation mit dem
Gesamtiiberleben im konditionalen Inferenztest zeigten, konnte ebenfalls keine signifikant

unterschiedlichen Patientengruppen definieren (Abb. 9).
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Abb. 9: Clusteranalyse mit Genen, die in der Einzelanalyse eine Assoziation mit dem Uberleben
zeigten. A) Die Unterteilung in Cluster 1 bis 4 entspricht der 2. Unterteilungsebene des Verwand-
schaftsbaumes. B) Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt keine signifikante Assoziationen mit dem
Gesamtiiberleben fiir die Einteilung der Patienten anhand der Cluster 1 bis 4 (Log-Rang-Test).

Die Reduktion der ausgewdhlten Gene auf Schliisselgene der Wnt- und Notch-Signalwege
(GSK3B, CTNNBI und NOTCH?) fiihrte zur Identifikation einer Patientengruppe mit deutlich
besserem Gesamtiiberleben (p=0,002) (Abb. 10A und B).

Eine genauere Betrachtung der relativen Genexpressionen in diesen Clustern wies darauf hin,
dass die Tumoren dieser Patienten eine hohe GSK3B- und CTNNBI-Expression sowie eine
niedrige NOTCH2-Expression aufwiesen. Um dies zu liberpriifen wurde eine Einteilung der
Patienten anhand der kombinierten Kategorisierungen fiir die drei Gene mit den initial
ermittelten optimalen Grenzwerten fiir die Assoziation mit dem Gesamtiiberleben
durchgefiihrt. Die Einteilung erfolgte in eine Gruppe mit GSK3B""-, CTNNBI™"- und
NOTCH2"™ "¢ exprimierenden Tumoren (n=11), in eine zweite Gruppe mit dem
entgegengesetzten Expressionsmuster (GSK3B™¢, CTNNBI™"* und NOTCH2"™®" n=7),
sowie in eine dritte Gruppe, mit anderen Kombinationen der Expression dieser drei Gene
(n=45, Abb. 10C). Diese Einteilung ergab eine hochsignifikante Trennung der Patienten
beziiglich des Gesamtiiberlebens (p<0,001); keiner der elf Patienten in der GSK3B"™",
CTNNBI1"™" und NOTCH2"**"¢-Gruppe war im Beobachtungszeitraum verstorben.



76 | Ergebnisse

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
1] ¥
1 = 15
L2 10
© 05
1 k&
CTNNET o Im0S
G5K3B 4 R
wotchz - — BT
63 Tumoren mit TRG2
1,04 1,04
GSK3gm"
CTNNB1™"
NOTCH2"*¥

08+

064 ‘

Cluster 3
n=17
04 10 Ereignisse
Cluster 1
n=22

Cluster 2 0,84
n=24, 7 Ereignisse

n=11, 0 Ereignisse

Andere
n=45, 29 Ereignisse

0,6

044

Kumulatives Uberleben

G SKSBmiectig

19 Ereignisse .
0.2 1, 0,2+ CTNNE{ e
NOTCH2"e
n=7, 7 Ereignisse
004 P=0,002 0od P<0,001

20 40 GIO E!ID '\(I](] 120
Uberlebenszeit [mo] Uberlebenszeit [mo]

Kumulatives Uberleben

0 20 40 60 80 100 120

o=

Abb. 10: Assoziation der Expression von GSK3B, CTNNB1 und NOTCH2 mit dem Gesamtiiberleben
(0S). A) Clusteranalyse mit der Expression von GSK3B, CTNNB1 und NOTCH?2. B) Die Kaplan-
Meier-Kurve des Clusters 2 weist ein deutlich ldngeres Gesamtiiberleben auf als Cluster 1
(medianes OS nicht erreicht versus medianes OS 36,7 mo, 95 % KI 24,4 —49,1) und Cluster 3
(medianes OS 55,9 mo, 95 % KI 16,7 —95,0). C) Kaplan-Meier-Kurven der Patienten basierend
auf der Kategorisierung der Tumoren anhand der optimalen Grenzwerte der Expression fiir die drei
Gene (GSK3B™™ CTNNBI™" NOTCH2" . medianes OS nicht erreicht; GSK3B"°%"¢
CTNNBI"™¥e NOTCH2™": medianes OS 18,0 mo, 95 % KI 0—39,5; andere: medianes OS
42,1 mo, 95 % KI 28,3 — 55,9). Alle p-Werte wurden mit Log-Rang-Tests ermittelt.

3.1.233 Erstellung eines Risiko-Scores
Die oben angewandte Methode, Patienten anhand der optimierten Grenzwerte der Expression
von drei Einzelgenen in Gruppen einzuordnen, bietet nicht die Mdglichkeit einen nachtriglich
analysierten Patienten zuzuordnen. Eine Alternative bieten Risiko-Scores wie sie von
Cho et al. (2011) angewandt wurden, die sich als Einzelwert aus den individuellen
Genexpressionswerten des Patienten und den Cox-Regressionskoeffizienten fiir die Gene als

Gewichtungsfaktor zusammensetzen %7

. Dadurch wird jedem Patienten entsprechend des
individuellen Genexpressionsmusters ein Wert zugeordnet, der mit einem Grenzwert
abgeglichen werden kann, um die Patienten zum Beispiel in eine Hochrisiko-Gruppe oder
eine Niedrigrisiko-Gruppe einzuordnen. Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, dass ein
Grenzwert, der an einem Testkollektiv ermittelt wurde, auf ein Validierungskollektiv mit

entsprechender Datenstruktur iibertragen werden kann.
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Tab. 39: Multivariate Cox-Regressionsanalyse (Einschluss)
Gen Koeffizient SE RR 95 % KI
CTNNB1 -0,1913 0,327 0,826 0,435 - 1,569
GSK3B -1,5684 0,701 0,208 0,053 - 0,823
NOTCH2 1,2036 0,637 3,332 0,956 — 11,615

SE: Standardfehler des Koeffizienten, RR: relatives Risiko, 95 % KI: 95 % Konfidenzintervall

In Anlehnung an Cho et al. (2011) wurde fiir jeden Patienten ein individueller Risiko-Score
anhand der Expressionswerte von GSK3B, CTNNBI und NOTCH2 und den zugehdrigen
multivariaten Cox-Regressionskoeffizienten erstellt °”. Hierzu wurden die Produkte aus den
Regressionskoeffizienten (Tab. 39) und den jeweiligen Genexpressionswerten aufsummiert.
Die Patienten wurden anhand der Scores mit einem nach Log-Rang-Statistik optimierten
Grenzwert in zwei Gruppen unterteilt (Score™ ¢ <-1,3199, n=26 und Score"" >-1,3199,
n=37). Diese unterschieden sich signifikant im 1-, 2-, 3- und 5-Jahres-Uberleben, mit deutlich

besseren Uberlebensraten in der Score™**¢-Gruppe (Tab. 40).

Tab. 40: Relative Uberlebensraten der Patienten nach Gruppierung anhand des Risiko-Scores '

Anzahl lebender Patienten / Gesamtzahl der Patienten
im jeweiligen Zeitraum (%)

Uberlebenszeitraum 1 Jahr 2 Jahre 3 Jahre 5 Jahre
Risiko-Score < -1,3199 2 26/26 (100 %) 25/26 (96 %) 16/20 (80 %) 11/17 (65 %)
Risiko-Score > -1,3199 31/37 (84 %) 23/37 (62 %) 16/34 (47 %) 5/29 (17 %)
p’ 0,038 0,002 0,017 0,001

"Ermittelt mit den Daten aus Tab.39 unter Verwendung von Formel 5, ?optimaler Grenzwert fiir das
Gesamtiiberleben nach Log-Rang Statistik, * Signifikanzwert nach Pearsons y* und Fishers Exakt-Test

3.1.3 Analyse 6ffentlich zuganglicher Genexpressionsdaten
Um die generelle prognostische Wertigkeit des gefundenen Expressionsmusters zu
untersuchen, wurde ein 6ffentlich verfiigbarer Datensatz mit genomweiten Expressionsdaten
von 90 primir resezierten Magenkarzinomen analysiert V’”. Um die Vergleichbarkeit mit
dem in dieser Arbeit untersuchten Kollektiv zu verbessern wurde der 6ffentliche Datensatz
auf 58 lokal fortgeschrittene Fille eingeschrénkt (alle Fille mit Tumorstadium T3 oder T4)
und in gleicher Weise untersucht, wie das zuvor analysierte Kollektiv. Die mediane
Nachsorgezeit der Patienten im 6ffentlichen Datensatz betrug 49 mo (Spanne: 1 —87), das
mediane Gesamtiiberleben betrug 16 mo (95 % KI: 11 —21, 42 Ereignisse) und war
signifikant kleiner als das des hier untersuchten Kollektivs (p<0,001). Die weiteren im

offentlichen Datensatz enthaltenen klinisch-pathologische Daten (Geschlecht, Tumorlokal-
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isation, histologischer Subtyp nach Laurén) zeigten im Vergleich mehr weibliche Patienten
(40 % versus 25 %, p=0,081), weniger proximale Tumoren (35 % versus 68 %, p<0,001) und

mehr Tumoren vom intestinalen Subtyp nach Laurén (65 % versus 38 %, p=0,003).

Die Patienten wurden anhand der Mediane der Genexpression von GSK3B, CTNNBI und
NOTCH? entsprechend des Expressionsmusters (GSK3B"", CTNNBI™™ NOTCH2"*"¢) in
zwei Gruppen eingeteilt. Die GSK3B"", CTNNBI™™" und NOTCH2"*""¢-Gruppe umfasste 6
Patienten mit 3 Ereignissen (50 %) im Beobachtungszeitraum, in der zweiten Gruppe
befanden sich 51 Patienten mit 39 Ereignissen (76 %) (Abb. 11A). Diese Trennung war nicht
signifikant im Log-Rang-Test (p=0,073). Durch Einsatz der optimalen Grenzwerte zur
Dichotomisierung konnte eine Gruppe von 10 Patienten identifiziert werden, die sich
signifikant im Gesamtiiberleben von dem restlichen Kollektiv unterschied (p=0,017)
(Abb. 11B).
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Abb. 11: Analyse eines offentlichen Magenkarzinom-Genexpressionsdatensatzes !’” mittels Kaplan-

Meier-Kurven. Die Patienten wurden anhand des Medians (A) oder der optimalen Grenzwerte
(B) der Genexpression im Tumor dichotomisiert und entsprechend ihres Expressionsmusters von
GSK3B, CTNNBI und NOTCH2 zugeordnet. A)GSK3B™" CTNNBI™" NOTCH2" "
medianes OS 30 mo, 95 % KI 27,8 —32,2; andere: medianes OS 14 mo, 95 % KI 10,0 — 18,0,
B) GSK3B™" CTNNBI1™®" NOTCH2"**: medianes OS nicht erreicht; andere: medianes OS
14,6 mo, 95 % KI 8,6 — 19,3. Alle p-Werte wurden mit Log-Rang-Tests ermittelt.

Die Bildung eines Risiko-Scores anhand der Cox-Regressionskoeffizienten der drei Gene
(Tab. 41) zeigte bei Teilung nach einem fiir dieses Kollektiv berechneten optimalen
Grenzwert ein leicht verlingertes Uberleben der Patienten in der Niedrigrisikogruppe
(medianes Uberleben 21 versus 13 mo, p=0,110). Am deutlichsten wurde der Unterschied der
beiden Gruppen im 2-Jahres-Uberleben. Hier waren 45 % der Patienten der in der
Hochrisikogruppe bereits verstorben, wihrend es in der Niedrigrisikogruppe nur 21 % waren
(p=0,071) (Tab. 42).
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Tab. 41: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir éffentlich verfiighare Genexpressionsdaten ‘"
Gen Koeffizient ' SE RR 95 % KI
CTNNB1 -0,1496 0,212 0,861 0,527 -1,305
GSK3B -0,2009 0,286 0,818 0,473 — 1,446
NOTCH2 0,1005 0,150 1,106 0,824 — 1,483

! Variablenselektionsmethode: Einschluss, SE: Standardfehler des Koeffizienten, RR: relatives Risiko, 95 %
KI: 95 % Konfidenzintervall

Tab. 42: Relative Uberlebensraten der Patienten in der offentlichen Datenbank nach Gruppierung
anhand des Risiko-Scores '

Anzahl lebender Patienten / Gesamtzahl der Patienten
im jeweiligen Zeitraum (%)

Uberlebenszeitraum 1 Jahr 2 Jahre 3 Jahre
Risiko-Score < 0,088 16/23 (70 %) 10/22 (45 %) 7/22 (32 %)
Risiko-Score > 0,088 15/29 (52 %) 6/28 (21 %) 4/28 (14 %)
p’ 0,193 0,071 0,178

'Ermittelt mit den Daten aus Tab.4l unter Verwendung von Formel 5, Zoptimaler Grenzwert fiir das
Gesamtiiberleben nach Log-Rang Statistik, * Signifikanzwert nach Pearsons y* und Fishers Exakt Test

3.1.4 Vergleichende Genexpressionsanalyse zwischen
korrespondierenden pri- und posttherapeutischen
Tumorproben mit qRT-PCR

Um den Einfluss der Chemotherapie auf die Expression von prognostisch relevanten,
tumorstammzellassoziierten Genen zu untersuchen und gleichzeitig festzustellen, ob sich
Anhaltspunkte fiir eine Anreicherung potentieller Tumorstammzellen ergeben, wurden
vergleichende Analysen zwischen korrespondierenden prétherapeutischen Biopsien und
posttherapeutischen Resektaten mit TRG2 und TRG3 durchgefiihrt.

Anhand der Ergebnisse der initialen Screeming-Analyse wurden zwolf Gene fiir diese
vergleichenden Genexpressionsanalysen ausgewihlt. GSK3B, DNMTI, CTNNBI, ABCG2,
OLFM4 und NOTCH2 wurden aufgrund ihrer Assoziation mit dem Gesamtiiberleben
ausgewdhlt. POUSFI und LGR5 wurden aufgrund ihrer herausragenden Rolle als potentielle
Stammzellmarker selektiert. CCNDI wurde zusitzlich in die Untersuchung eingeschlossen,
da sich ein Zusammenhang zwischen der Expression von CCND/ und dem histologischen
Typ sowie dem Lymphknotenstatus ergab und da CCND1, wie auch LGRS, ein Zielgen des
Whnt-Signalwegs ist """ Weiterhin wurden JAG! als Ligand und HESI als Zielgen
des Notch-Signalwegs eingeschlossen. NOTCH1 zeigte in den bisherigen Versuchen keine

relevanten Assoziationen mit klinisch-pathologischen Parametern, wurde aber aufgrund der



80 | Ergebnisse

funktionellen Nédhe zu NOTCH?2 ausgewihlt. Fiir die Normalisierung wurden die gleichen

Referenzgene herangezogen, wie fiir die Screening-Analysen.

In den posttherapeutischen Resektaten mit TRG2 konnte eine signifikante Zunahme der
NOTCH2-, POU5FI- und LGR5-Expression gegeniiber den zugehdrigen prétherapeutischen
Biopsien festgestellt werden (p=0,002, 0,028 und 0,017). In den Proben mit TRG3 war
lediglich eine signifikante Zunahme der POUSFI-Expression nach der Chemotherapie zu
verzeichnen (p=0,002). Die Zunahme der NOTCH?2-Expression fiel moderat aus (p=0,062)
(Tab. 43).

Tab. 43: Expressionsinderungen zwischen Kkorrespondierenden pri- und posttherapeutischen
Tumorproben
TRG2 (n=22) TRG3 (n=22)
Expressionsinderung ' Gen p’ Gen p’
NOTCH?2 0,002 NOTCH?2 0,062
POUSFI 0,028 POUSF1 0,002
Zunahme
LGRS 0,017 LGRS 0,249
CTNNBI 0,062 CTNNBI 0,733
ABCG2 0,263 ABCG2 0,485
GSK3B 0,263 GSK3B 0,709
Keine Verinderung
OLFM4 0,211 OLFM4 0,961
CCND1 0,178 CCNDI 0,007
JAGI 0,067 JAGI 0,026
HESI 0,050 HES1 0,007
Abnahme
NOTCHI 0,072 NOTCHI 0,001
DNMT1I 0,009 DNMT1I 0,002

" Expression in den Resektaten bezogen auf die Expression in den Biopsien, > Signifikanzwert nach Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, TRG: Tumorregressionsgrad

Eine signifikante Abnahme der Expression in Resektaten mit TRG3 gegeniiber den
zugehorigen Biopsien wurde fiir CCNDI (p=0,007), JAGI (p=0,026), HESI (p=0,007),
NOTCHI (p=0,001) und DNMTI (p=0,007) festgestellt. In den Resektaten mit TRG2 waren
DNMTI signifikant (p=0,009) sowie JAGI (p=0,067), HESI (p=0,050) und NOTCHI
(p=0,072) moderat geringer exprimiert als in den zugehdrigen Biopsien (Tab. 43).

Die Expression von GSK3B, CTNNBI, OLFM4 und ABCG2 war in keiner Patientengruppe
nach der Chemotherapie signifikant verdndert, obwohl die Expression dieser Gene mit dem

Uberleben der Patienten assoziiert war.
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3.2 Immunhistochemischer Nachweis der Notch1- und
Notch2-Expression

Um zu iberpriifen, ob die prognostische Bedeutung der NOTCHZ2-Expression nach der

Chemotherapie und die Verdnderungen der NOTCHI- und NOTCH?2-Expression zwischen

den pritherapeutischen Biopsien und posttherapeutischen Resektaten auch auf der

Proteinebene nachweisbar war, wurden immunhistochemische Analysen durchgefiihrt.
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Abb. 12: Antikorperspezifititskontrolle im Western Blot und immunhistochemische Firbebeispiele
fiir Notchl und Notch2. A) Der Western Blot fiir Notchl zeigt eine spezifische Bande bei etwa
300 kDa fiir das Gesamtlangenprotein (FS) und eine spezifische Doppelbande bei ca. 120 kDa fiir
die Spaltprodukte NEXT (Notch extracellular truncation) und NICD (Notch intracellular
domain). Die immunhistochemischen Férbebeispiele zeigen B) eine schwache zytoplasmatische
Notchl-Farbung und C) eine mittlere Notchl-Férbung. D) Der Western Blot fiir Notch2 zeigt
ebenfalls spezifische Banden fiir FS, NEXT und NICD. E) Schwache zytoplasmatische Notch2-
Immunhistochemie mit teilweise starker Kernfirbung in einer Biopsie und F)eine starke
zytoplasmatische Notch2-Farbung ohne Kernfirbung in dem zugehdrigen Resektat.

Die Antikorper fiir die Immunhistochemie wurden im Western-Blot auf ihre Spezifitit hin
iberpriift (Abb. 12A und D). Beide paralogspezifischen Antikdrper anti-Notchl (DSHB) und
anti-Notch2 (DSHB) waren durch die jeweils im intrazelluliren C-Terminus gelegenen
Epitope geeignet, um sowohl das jeweilige Gesamtlangenprotein (full size FS, ca. 300 kDa)
sowie die intrazelluldren Spaltprodukte der aktivierten Rezeptoren (Notch extracellular
truncation (NEXT) und Notch intracellular domain (NICD), beide ca. 120 kDa) zu

detektieren.
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Beispiele fiir die immunhistochemischen Farbungen mit den entsprechenden Antikérpern sind
in Abb. 12 dargestellt. Die Farbung von Notchl und Notch2 war spezifisch fiir Tumorzellen
und normale Epithelgewebe. Beide Proteine waren hauptsichlich im Zytoplasma der
Tumorzellen nachweisbar und zeigten keine erkennbare membranstindige Farbung. Notch2
trat zudem nukleér lokalisiert auf, wiahrend in keinem der untersuchten Tumoren Notchl im

Zellkern nachweisbar war.

3.2.1 Vergleichende Analysen der Notchl- und Notch2-
Proteinexpression zwischen korrespondierenden
Biopsien und Resektaten
Um die Verdnderungen der Expression zwischen Biopsie und Resektat auf der Proteinebene
zu untersuchen, wurden immunhistochemische Firbungen fiir Notchl wund Notch2
durchgefiihrt. Diese Versuche sollten weitere Hinweise geben, ob es sich bei den
beobachteten Expressionsverdnderungen moglicherweise um eine Anreicherung von

bestimmten Tumorzellen handelte.

Zusitzlich zu den Tumorproben mit TRG2 und TRG3 konnten mit der Immunhistochemie
auch prétherapeutische Biopsien und posttherapeutische Resektate von Tumoren mit TRG1b
untersucht werden. Diese waren aufgrund der geringen Mengen an residualen Tumorzellen
nicht fiir die hier durchgefiihrte mRNA-Isolation geeignet und konnten daher nicht mit den
gRT-PCR-Methoden analysiert werden. Als Vergleichskollektiv diente eine nicht
chemotherapierte Kontrollgruppe von 16 primér resezierten Magenkarzinomen mit den

zugehdrigen Biopsien.

Tab. 44: Vergleich der immunhistochemischen Fiarbung von Notchl in korrespondierenden pri- und
posttherapeutischen Tumorproben.

p-Werte der Verinderung der Notch1-Firbung '

Kontrolle TRG1b TRG2 TRG3

Kategorie Variable (n=16) (n=21) (n=21) (n=22)
Zytoplasma % Tumorzellen > 1,000 0,593 0,273 0,873
Firbeintensitit 0,719 0,948 0,435 0,135
IRS 0,877 0,339 0,959 0,776

' Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests (exakte zweiseitige Signifikanz) der Verinderung der Firbung in dem
Resektat gegen die Biopsie, >Anteil der Tumorzellen mit der stirksten Firbung in der Probe,
IRS: Immunreaktivitdtsscore, gebildet durch Multiplikation der Einzelbewertungen fiir Intensitit und
prozentualen Anteil, 7TRG: Tumorregressionsgrad

Die zytoplasmatische Farbeintensitit von Notchl und der Anteil gefarbter Tumorzellen war in
keinem der untersuchten Patientenkollektive (Kontrolle, TRG1b, TRG2 und TRG3) zwischen
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pri- und posttherapeutischen Tumorproben signifikant verdndert. Ebenso wurden keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des Immunreaktivititsscore (IRS) gefunden, der sich

aus der Kombination der Bewertungen flir Anteil und Intensitdt zusammensetzte (Tab. 44).

Tab. 45: Vergleich der immunhistochemische Fiarbung von Notch2 in Korrespondierenden pri- und
posttherapeutischen Tumorproben.

p-Werte der Verinderung der Notch2-Firbung '

Kontrolle TRG1b TRG2 TRG3
Kategorie = Variable (n=16) (n=21) (n=21) (n=22)  Anderung’
Zytoplasma % Tumorzellen® 0,313 0,293 0,088 0,968 keine
Firbeintensitiit 0,438 0,016 0,001 0,017 Zunahme
IRS 0,947 0,014 0,237 0,112 Zunahme
Nukleus % Tumorzellen* 0,001 0,005 <0,001 0,003 Abnahme
Firbeintensitit 0,016 0,542 0,007 0,015 Abnahme
IRS 0,001 0,027 0,002 0,001 Abnahme

' Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests (exakte zweiseitige Signifikanz) der Verinderung der Firbung in dem
Resektat gegen die Biopsie, > Tendenz der Expressionsverinderung von der Biopsie zum Resektat bei
signifikanten Unterschieden, * Anteil der Tumorzellen mit der stirksten Farbung in der Probe,
IRS: Immunreaktivititsscore, gebildet durch Multiplikation der Einzelbewertungen flir Intensitit und
prozentualen Anteil, TRG: Tumorregressionsgrad

Beziiglich der Farbung fiir Notch2 ergab sich eine signifikante Reduktion der Farbbarkeit der
Zellkerne in den Resektaten gegeniiber den Biopsien. Sowohl der Anteil, als auch Intensitét
und der IRS der Zellkernfarbung war reduziert. Diese Beobachtung war jedoch nicht auf die
chemotherapierten Patienten beschrénkt, sondern war auch in der Kontrollgruppe nach-
zuvollziehen (Tab. 45).

Der Anteil der Tumorzellen mit Notch2-positivem Zytoplasma war in den
posttherapeutischen Resektaten nicht signifikant gegeniiber den zugehoérigen Biopsien
verdandert. Die zytoplasmatische Férbeintensitdt fiir Notch2 verdnderte sich dagegen
chemotherapieabhingig. Die Intensitit der Farbung war in den Resektaten der
Patientengruppen mit TRG1b, TRG2 und TRG3 signifikant erhoht (p=0,017, 0,001 und
0,016) jedoch nicht in der Kontrollgruppe (p=0,438) (Tab. 45 und Abb. 13).
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Kontrolle TRG1b TRG2 TRG3
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Abb. 13: Expressionsverinderung von Notch2 zwischen zusammengehdrenden pri- und post-

therapeutischen Tumorproben. Dargestellt sind die Werte der zytoplasmatischen Féarbeintensitit
(O=negativ, 1=schwach, 2=mittel, 3=stark). Jede Linie reprédsentiert den Expressionsverlauf einer
Probe und verbindet den Intensititswert der Biopsie (Prd) mit dem Intensititswert des zugehdrigen
Resektats (Post). Die p-Werte wurden mit Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests (exakte zweiseitige
Signifikanz) ermittelt.

3.2.2 Notch1- und Notch2-Proteinexpression und Uberleben

Weiterhin wurden auch die Tumorresektate mit TRG2, an denen das initiale
Genexpressionscreening durchgefiihrt wurde, fiir Notchl und Notch2 gefiarbt, um
Zusammenhdnge zwischen der Proteinexpression und dem Gesamtiiberleben zu untersuchen.
Von den 61 Tumoren zeigten 14 keine zytoplasmatische Fiarbung fiir Notchl und alle 61
waren negativ fiir nukledr lokalisiertes Notchl. Notch2 war in zwei Féllen nicht im
Zytoplasma und in 17 Féllen nicht im Zellkern nachweisbar (Tab. 46).

Fiir die Analyse der Assoziation zwischen der Proteinexpression und dem Gesamtiiberleben
wurden verschiedene Grenzwerte fiir die immunhistochemisch ermittelten Expressionswerte
(Anteil gefarbter Tumorzellen, Férbeintensitdt, IRS) fiir die Einteilung der Patienten in zwei
Gruppen (hoch und niedrig exprimierend) genutzt. Keiner der tiberpriiften Grenzwerte fiihrte
zu einer signifikanten Unterscheidung der Patientengruppen beziiglich des Uberlebens. Die
deutlichste Assoziation zwischen der Notch1-Expression und dem Uberleben deutete sich bei
der Einteilung der Patienten in Notchl™®" (Intensitit=0 und Anteil=0 %, n=14) oder
Notch1P™" (n=47, p=0,130) an, mit besserem Uberleben fiir die Notchl™""-
Patienten (Abb. 14A). Beziiglich der Notch2-Firbung hatten die Patienten mit einem
zytoplasmatischen IRS<6 beziehungsweise mit einem prozentualen Anteil gefirbter Zellen
unter 80 % ein etwas besseres Gesamtiiberleben (p=0,137 und 0,100) (Abb. 14B und C).
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Abb. 14: Zusammenhang der Notchl- und Notch2-Proteinexpression mit dem Uberleben der
Patienten. A) Kaplan-Meier-Kurve der Patienten mit Tumoren mit TRG2, eingeteilt nach globaler
Notchl-Proteinexpression (immunhistochemisch positiv versus negativ). B) Die gleichen
Patienten eingeteilt nach dem IRS fiir die zytoplasmatische Notch2-Farbung (IRS<6 versus
IRS>6). C) Einteilung nach dem Prozentsatz der zytoplasmatisch Notch2-positiven Zellen (>80 %
versus <80 %). n=61, p-Werte wurden mit Log-Rang-Tests ermittelt.

Tab. 46: Ubersicht iiber die immunhistochemische Firbung von Notchl und Notch2 in
Tumorresektaten mit TRG2 (n=61)

Notch1-Féarbung [n] Notch2-Féirbung [n]
Parameter Klassifizierung Zytoplasma Zellkern Zytoplasma Zellkern
Intensitiit negativ 14 61 2 17
schwach 20 0 20 14
mittel 15 0 27 16
stark 12 0 12 14
% Tumorzellen ' 0 14 61 2 17
<10 23 0 9 24
10 -50 15 0 18 9
>50 - 80 5 0 13 8
> 80 4 0 19 3
IRS 0 14 61 2 17
1 8 0 4 10
2 16 0 7 12
3 7 0 5 6
4 8 0 19 2
6 6 0 10 8
8 0 0 8 1
9 2 0 4 3
12 0 0 2 2

"Bezogen auf die Zellen mit der groBten Firbeintensitit, JRS: Immunreaktivititsscore, gebildet durch
Multiplikation der Einzelbewertungen fiir Intensitdt und prozentualen Anteil.
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3.2.3 Notchl- und Notch2-Proteinexpression und klinisch-
pathologische Parameter
Die Analyse der Assoziation zwischen der Proteinexpression von Notchl und Notch2 und den
klinisch-pathologischen Parametern in den Tumorresektaten mit TRG2 (n=61) erfolgte
ebenfalls durch Dichotomisierung der Patienten in je zwei Gruppen anhand verschiedener
Grenzwerte fiir die immunhistochemische Férbung (Anteil gefarbter Tumorzellen,
Férbeintensitdt, IRS).

Ein hoher Immunreaktivititsscore (IRS) der zytoplasmatischen Notchl-Farbung war

signifikant mit einer geringeren lokalen Tumorausdehnung assoziiert (p=0,015) (Tab. 47).

Tab. 47: Assoziation der Proteinexpression mit klinisch-pathologischen Parametern

Anzahl der Patienten

Protein Parameter Grenzwert' ypTO0 bis ypT2 ypT3 und ypT4 p°
Notchl Zytoplasma <3 24 14 0,015
IRS >3 21 2
Notch2 Zytoplasma <6 24 13 0,050
IRS >6 21 3
Notch2 Zytoplasma <2 13 9 0,050
Férbeintensitit 22 32 7
ypNO ypN1
Notch2 Zytoplasma <50 24 14 0,040 *
% gefirbte Tumorzellen = 50 21
ypMoO ypM1
Notch2 Zytoplasma <3 7 6 0,008 *
IRS >3 43 5
Notch2 Zytoplasma <10 6 5 0,020 *
% gefirbte Tumorzellen = 10 44 6
Intestinal Nichtintestinal
Notch2 Zellkern <10 20 21 0,031
>10 4 16

% gefirbte Tumorzellen

"Bezogen auf die numerische Bewertung der Firbeintensitit und des Immunreaktivititsscores (IRS)
bezichungsweise auf den prozentualen Anteil gefirbter Tumorzellen, * y>-Test mit Freiheitsgrad 1, asymptotische
Signifikanz (zweiseitig) nach Pearson, mit * gekennzeichnete Werte: exakte Signifikanz (zweiseitig) nach
Fischer

Ein hoherer zytoplasmatischer IRS fiir Notch2 war signifikant mit einem negativen

Fernmetastasenstatus assoziiert (p=0,008). Auch hatten Tumoren mit stirkerer Notch2-
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Farbung oder groBerem Anteil Notch2-positiver Zellen tendenziell eine geringere lokale
Tumorausdehnung, keine Lymphknotenmetastasen und entsprachen vermehrt einem nicht-

intestinalen histologischen Subtyp (Tab. 47).

3.24 Korrelation der mRNA- und Proteinexpression
Die RNA-Expressionsdaten fiir NOTCHI und NOTCH?2 der Tumoren mit TRG2 wurden auf
mogliche Korrelationen mit der jeweiligen Proteinexpression untersucht (n=61). In der
Spearman-Rho-Regressionsanalyse ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen

der mRNA-Expression und der immunhistochemisch quantifizierten Proteinexpression von
Notch2 (Tab. 48).

Zwischen der mRNA-Expression von NOTCH1 und der Notch1-Proteinexpression zeigte sich
eine schwach-positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression und dem Anteil gefarbter

Zellen beziehungsweise dem IRS (Tab. 48).

Die gleichen Analysen in den zusammengehdrenden Biopsien und Resektaten mit TRG2 und
TRG3 ergaben ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression und

der immunhistochemischen Fiarbung von Notch1 und Notch2.

In den Tumorresektaten mit TRG2 korrelierten die zytoplasmatischen Proteinexpressionen
(IRS) von Notchl und Notch?2 signifikant (p=0,441, p<0,001).

Tab. 48: Korrelation zwischen der Proteinexpression und der mRNA-Expression von Notchl und
Notch2 in Tumorresektaten mit TRG2

Notchl Notch2
Korrelations- Korrelations-
Kategorie = Variable koeffizient ' p koeffizient ' p
Zytoplasma % Tumorzellen > 0,257 0,045 0,163 0,209
Firbeintensitit 0,165 0,204 -0,170 0,191
IRS 0,263 0,041 0,051 0,697

'Spearman-Rho-Korrelation, ~ “bezogen  auf die  Zellen mit der groBten  Firbeintensitit,
IRS: Immunreaktivitdtsscore, gebildet durch Multiplikation der Einzelbewertungen flir Intensitit und
prozentualen Anteil
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3.3 Etablierung und Charakterisierung eines Tumor-
stammzellmodells aus Magenkarzinomzelllinien

3.3.1 Side-populations
Um ein in vitro-System zur Analyse von Tumorstammzellen beziechungsweise der
tumorphysiologischen Relevanz von tumorstammzellassoziierten Genen im Magenkarzinom

zur Verfligung zu haben, wurde versucht ein geeignetes Zellkulturmodell zu etablieren.

Side-populations (SP) sind Subpopulationen von Zellen, die sowohl in Normalgeweben als
auch in Tumoren und Zelllinien vorkommen konnen. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie
aufgrund ihrer erhdhten ABC-Transporter-Aktivitdt in der Lage sind den DNA-bindenden
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst33342 auszuschleusen. Durch Messung der Fluoreszenzen im
FACS konnen die schwicheren und leicht in den blauen Fluoreszenzbereich verschobenen
Signale der SP-Zellen von den nicht-SP-Zellen unterschieden werden und die beiden Zell-
populationen an geeigneten Gerdten isoliert werden. Zur Kontrolle koénnen die ABC-
Transporter mit Inhibitoren wie Verapamil oder Fumitremorgin C gehemmt werden, wodurch
die SP-Zellen die gleichen Fluoreszenzwerte wie die nicht-SP-Zellen annehmen. SP-Zellen
sollen mit (Tumor-)Stammzellen angereichert sein. Daher wird die SP-Analyse sowohl fiir die
Isolation von Tumorstammzellen, als auch zur Uberpriifung der Anreicherung von Tumor-

stammzellen durch spezifische Marker eingesetzt '™,

Zunichst wurden sieben Magenkarzinomzelllinien auf das Vorhandensein von SP-Zellen hin
iiberpriift. Die Zelllinien AGS, HS746T und KatolIl wiesen keine SP auf. Bei den Zelllinien
SNUS, MKNI1, MKN28 und MKN45 hingegen wurden in der erwarteten Region der SP
Signale im FACS registriert (Abb. 15). Dabei wurde das Protokoll fiir die Zelllinien MKNI,
MKN28 und SNUS5 so modifiziert (2 pg/ml Hoechst33342 fiir MKN1 und MKN28
beziehungsweise 10 pg/ml Hoechst33342 fiir SNUS), dass der Anteil der SP-Zellen bei etwa
5-10 % lag. Dies stellte einen Kompromiss zwischen einer stringenten Selektion der SP-
Zellen und der Verfiigbarkeit von geniigend Zellen aus der Zellsortierung fiir anschlieBende

Versuche dar.
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Abb. 15: Side-population-Analysen an Magenkarzinomzelllinien. A-E) Représentative Dichtediagramme

fir die untersuchten Zelllinien ohne und mit Inhibitorbehandlung (Fumitremorgin C oder
Verapamil); die eingezeichneten Regionen kennzeichnen die Lokalisation der side-population
(SP). A) Die Zelllinie MKNI1 hatte im Mittel 5,2+3,1 % SP. Die Zelllinien B) MKN28 und
C) SNUS wiesen ebenfalls groBere SP-Anteile auf (4,0+1,9 % und 12,9+5,6 %). D) Bei der
Zelllinie MKN45 konnte keine klar definierte SP identifiziert werden. E) Die Zelllinie AGS wies
keine SP auf. F) Mittlere SP-Anteile an der Gesamtzahl vitaler Zellen. Katolll und HS746T
wiesen keine SP auf. Mit { gekennzeichnete Zelllinien: 2 pg/ml Hoechst33342, I: 10 pg/ml,

andere: 5 pg/ml

Fiir die Isolation und Charakterisierung der SP-Zellen wurden die Zelllinien MKN1 und

SNUS5 ausgewdhlt. Um die fiir Stammzellen wichtigen Parameter der Koloniebildung zu

testen wurden die SP-Zellen von den nicht-SP-Zellen getrennt aufgefangen und beziiglich der

Zellproliferation und Cisplatinsensitivitdt charakterisiert. Die Wachstumsgeschwindigkeiten
der SP- und nicht-SP-Zellen unterschieden sich in beiden Zelllinien nicht (Tab. 49).
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Tab. 49: Mittlere Verdoppelungszeiten von SP- und nicht-SP-Zellen (n=3)

MKN1 SNU5
MW [h] SA MW [h] SA
SP 40 2,1 36 2,3
Nicht-SP 39 1,1 35 6,0
p' 0,470 0,744

! Student’s t-Test, MW: Mittelwert aus drei unabhingigen XTT-Test-Zeitreihen. Einzelwerte wurden jeweils im
2-Punkt-Verfahren aus Werten in der exponentiellen Wachstumsphase errechnet. SA4: Standardabweichung,
SP: side-population-Zellen.

Im Koloniebildungsassay der sortierten MKN1-Zellen bildete die SP-Fraktion mehr Kolonien
als die nicht-SP-Fraktion (216+23 gegeniiber 160+27, p=0,054). Im Vergleich dazu wiesen
unsortierte Zellen, die ebenfalls mit dem Hoechst33342-Farbstoff inkubiert worden waren
eine mittlere Koloniezahl von 193+53 auf, die zwischen denen der SP- und nicht-SP-
Fraktionen lag. Die Koloniegrolen waren in beiden sortierten Fraktionen dhnlich
(p=0,288) (Abb. 16). Mit der Zelllinie SNUS5 konnte diese Form der Koloniebildungsassays

aufgrund des semiadherenten Wachstums der Zelllinie nicht durchgefiihrt werden.

300 10

Kolonien/1000 Zellen
Koloniegréfie [x 10cm?]

Nicht-SP SP Unsortiert Nicht-SP SP Unsortiert

Abb. 16: Koloniebildungsassay mit side-population (SP)-Zellen der Zelllinie MKN1 sowie nicht-SP-
Zellen und unsortierten Zellen der gleichen Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus 3 unabhéngigen Versuchen. A) Die SP-Fraktion bildete mehr Kolonien
(216+23) je 1000 Zellen als die nicht-SP-Fraktion (160+27, p=0,054). Die unsortierten Zellen
lagen dazwischen (193£53). B) Die Koloniegroen war in beiden sortierten Fraktionen dhnlich
(p=0,288).

Die Sensitivitét der sortierten Fraktionen gegeniiber einer Behandlung mit Cisplatin wurde in
zwei unabhingigen Versuchen mit der Zelllinie MKNI1 untersucht. Dabei wurden keine

Unterschiede zwischen den SP- und nicht-SP-Fraktionen festgestellt (ICso=4,5 uM fiir beide

Fraktionen).
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Als weitere, indirekte Methode zur Bestimmung der relativen Chemosensitivitdt der SP- und
nicht-SP-Zellen wurde der Einfluss einer vorangegangenen Cisplatin-Behandlung auf den SP-
Anteil untersucht. Dazu wurden die Zelllinien MKN1 und MKN28 eingesetzt und fiir 48 h
mit der jeweiligen 1Cy- beziehungsweise 1Cso-Konzentration von Cisplatin behandelt. Die
I1Cy0- und ICs9-Konzentrationen wurden fiir die Zelllinie MKN1 mit XTT-Tests ermittelt,
wihrend die Werte fiir die Zelllinie MKN28 von fritheren Arbeiten in dieser Arbeitsgruppe
{ibernommen wurden (MKN1: 3,7 uM und 5,3 pM, MKN28: 5,6 uM und 8,5 uM '"%).

Es zeigte sich ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg des SP-Anteils bei den MKNI1-
Zellen, welche mit der ICso-Konzentration von Cisplatin behandelt wurden, von 10,5+4.,2 %
auf 17+4,7 % (p=0,148) (Abb. 17A). Die Behandlung mit der IC,o-Konzentration fiihrte zu
einer schwicheren Erhohung des SP-Anteils auf 12,3+7,5 %, die aufgrund der groflen

Streuung nicht signifikant von der Kontrolle zu unterscheiden war.
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Abb. 17: Side-populations (SP) in Zelllinien nach Cisplatinbehandlung. A) MKN1 und B) MKN28 mit
und ohne 48 h Vorbehandlung mit der 1C,, beziechungsweise ICs,-Konzentration von Cisplatin.
Dargestellt sind die mittleren SP-Anteile nach Korrektur durch die Fumitremorgin C-Kontrolle aus
drei unabhéngigen Versuchen.

Der SP-Anteil der Zelllinie MKN28 stieg nach Behandlung mit der 1C,p-Konzentration
ebenfalls von 5,9+2.4 % auf 13,4+4,5 % (p=0,065) (Abb. 17B). Nach der Behandlung mit der
ICsp-Konzentration war bei den MKN28-Zellen keine Verdnderung des SP-Anteils

feststellbar, da die Werte zu groBen Schwankungen unterworfen waren (9,8+8,9 %).

Die Isolation von SP-Zellen war sehr komplex und mit geringer Zellausbeute verbunden.
Aufgrund der insgesamt zu geringen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beziechungsweise zu

subtilen Unterschiede zwischen SP- und nicht-SP-Zellen wurden die SP-Analysen eingestellt.
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3.3.2 Tumorsphéaroide
Die Bildung sphidroidartiger Kolonien unter nichtadhdrenten Kulturbedingungen in
serumfreiem Medium wurde als weiteres mogliches Tumorstammzellmodell untersucht. Es
wurden sechs Magenkarzinomzelllinien auf Sphéroidbildung untersucht (AGS, HS746T,
Katolll, MKNI1, MKN28 und MKN45). Die Kulturbedingungen wurden zunéchst aus
Ji et al. (2008) iibernommen "°". Nach 7 d waren bei den Zelllinien MKN28 und MKN45
sphiroidartige Strukturen zu erkennen. Die iibrigen Zelllinien zeigten nur sehr lockere
Zellverbiande oder Einzelzellen. Im Vergleich mit den in Normalmedium kultivierten Zellen
waren die Kolonien von MKN28 und MKN45 im Stammzellmedium (SZM) kompakter.
Besonders die MKN28-Sphdroide wiesen eine sehr glatte Oberfliche auf, welche keine
sichtbaren Zellbegrenzungen aufwies. Die sphdroidartigen Kolonien der Zelllinie MKN45

waren dagegen lockerer, mit einer weniger scharf begrenzten Oberfliche und &hnlich den

Kolonien im Normalmedium (Abb. 18).

Abb. 18: Beispielbilder fiir das Wachstumsverhalten verschiedener Magenkarzinomzelllinien unter
nichtadhirenten Wachstumsbedingungen A-F) in serumfreiem Stammzellmedium (SZM) und
G-H) in DMEM-Vollmedium (10 % FKS) nach 7 d Inkubation. A) Katolll, B) AGS, C) MKNI1
und D) HS746T wachsen als Einzelzellen oder sehr lockere Verbiande, E) MKN28 und F) MKN45
bilden sphiroidartige Kolonien. Die Kolonien von MKN28 sind glattflichig ohne erkennbare
Zellgrenzen und bis ca. 250 um grof3. Die Kolonien von MKN45 sind traubenartig organisiert mit
deutlich abgrenzbaren Zellen und unregelmifiger Oberfliche. G) MKN28 und H) MKN45 zeigen
in serumhaltigem Medium nur lockere Zellverbidnde. Mafistabsbalken entsprechen 100 pm.

Da die Sphéroidbildung der Zelllinie MKN28 auch in Medium mit niedrigerer
Wachstumsfaktorkonzentration (10 ng/ml bFGF und 20 ng/ml EGF) wie sie von Takaishi
et al. (2009) eingesetzt wurde unverdndert vorlag (3,0+0,5 % Sphéroidbildungseffizienz
gegeniiber 2,8+0,5 %), wurde diese Zusammensetzung anschlieend weiterverwendet ’®. Die
Zugabe von 1 beziehungsweise 2 uM Cisplatin zu den Zellen bei Aussaat der Sphéroide hatte
keine signifikanten Auswirkungen auf die Sphéroidbildung. Die Sphéroidbildungseffizienz
betrug fiir die unbehandelten Zellen 3,0+0,5 % und fiir die mit Cisplatin behandelten Zellen
2,9+0,3 % beziehungsweise 2,9+0,1 %.
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3.4 Herunterregulation der NOTCH - und NOTCH?2-
Expression in Magenkarzinomzelllinien

Die vorangegangenen Untersuchungen an neoadjuvant chemotherapierten Magenkarzinomen
zeigten, dass eine hohe Expression von NOTCH2 im Residualtumor mit einer schlechteren
Prognose fiir den Patienten einhergeht, die Expression von NOTCH?2 in den untersuchten
Residualtumoren im Vergleich mit den zugehorigen Biopsien nach neoadjuvanter
Chemotherapie erhoht ist und sich die Expression von NOTCH] in diesem Zusammenhang

entgegengesetzt zur NOTCH?2-Expression verhilt.

Um einen mdglichen funktionellen Zusammenhang der Chemosensitivitit mit der NOTCH I-
und NOTCH2-Expression ndher zu charakterisieren wurden in Knockdown-Experimenten
mittels RNA-Interferenz in den Zelllinie MKN28 und AGS die Expression von NOTCH1 und
NOTCH?2 auf mRNA-Ebene herunterreguliert. Dabei wurden fiir jedes Gen zwei verschiedene
shRNA-Konstrukte eingesetzt (Tab. 11). Zur besseren Unterscheidung erhalten die
entsprechenden Zelllinien mit NOTCH1-Knockdown (Konstrukte SH59 und SH62) in dieser
Arbeit die Suffixe -N1°° und -N1°* und diejenigen mit NOTCH2-Knockdown (SH94 und
SH95) die Suffixe -N2** und —-N2*. Die jeweilige Kontrollzelllinie mit dem unspezifischen
shRNA-Konstrukt (SHC002) erhélt das Suffix —Kon.

34.1 Feststellung der intrinsischen Puromycinresistenz
Die hier eingesetzte lentivirale Transfektion flihrt zu der Insertion eines shRNA-Konstrukts
sowie eines Puromycin-Resistenzgens in das Genom der Zielzellen. Erfolgreich transfizierte
Zellen konnten daher auch in Gegenwart des Nukleosidanalogons Puromycin proliferieren

und somit selektiert werden 7).

Um zu untersuchen, bei welchen Konzentrationen die nichttransfizierten Zellen durch das
zugegebene Puromycin getotet werden, wurden XTT-Tests mit zunehmenden Puromycin-
konzentrationen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich fiir die Zelllinie MKN28 die maximale
Wirkung bei einer Konzentration von 5 pg/ml iiber 48 h (-82 % metabolische Aktivitdt) und
fiir die Zelllinie AGS bereits bei 1 pg/ml iiber 48 h (-94 % metabolische Aktivitét) (Abb. 19).

Zusitzlich wurde eine mikroskopische Begutachtung der behandelten Zelllinien durchgefiihrt.
Diese zeigte, dass nach 48 h Behandlung mit 5 pg/ml Puromycin weniger als 10 % der Zellen

morphologisch intakt waren, bezogen auf eine unbehandelte Kontrolle.

Die Dosis fiir die 10-tdgige Selektion von puromycinresistenten, transfizierten Zellen (,,bulk
selection*) wurde aufgrund dieser Ergebnisse auf 2,5 ng/ml festgelegt. Als Erhaltungsdosis

fiir die anschlieBende dauerhafte Kultivierung wurde 1 pg/ml Puromycin festgelegt.
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Abb. 19: Dosis-Wirkungs-Kurven der Puromycinbehandlung von nativen MKN28- und AGS-Zellen.
Dargestellt sind die gemittelten Kurven aus je zwei Versuchen mit 48 h Puromycinbehandlung.
Die minimale metabolische Aktivitdt flir MKN28 wird bei Behandlung mit 5 pg/ml Puromycin
erreicht. Die Zelllinie AGS erreicht eine minimale metabolische Aktivitét bei 1 pg/ml Puromycin.

342 Uberpriifung der Knockdown-Effizienz

34.2.1 Nachweis der Genexpression mittels qRT-PCR
Um den Erfolg des Knockdowns zu kontrollieren und im Verlauf der Kultivierung der Zellen
zu iiberwachen, wurde regelméfig Gesamt-RNA extrahiert und die NOTCHI- und NOTCH2-
Expression mittels qRT-PCR {iberpriift.

34.2.1.1 mRNA-Expression der MKN28-Knockdown-Zellen

In den NOTCHI-Knockdown-Zelllinien MKN28-N1" und MKN28-N1%* war die NOTCHI-
Expression auf 43+4 % bezichungsweise 49+5 % gegeniiber der MKN28-Kon reduziert
(n=8). Die NOTCH?2-Expression war in diesen Zelllinien gegeniiber der Kontrolle nahezu
unverdndert (9948 % und 105+5 %). Die NOTCH2-Expression in den NOTCH2-Knockdown-
Zelllinien MKN28-N2** und MKN28-N2”° war auf 48+6 % bezichungsweise 49+7 %
reduziert. Die NOTCHI-Expression in diesen Zelllinien war weniger stabil (83+14 % und
92421 %) (Abb. 20).
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Abb. 20: Expression von NOTCH1 und NOTCH?2 in den MKN28-Knockdown-Zelllinien MKN28-N1%
und MKN28-N1% (NOTCHI-Knockdown) sowie MKN28-N2** und MKN28-N2*° (NOTCH2-
Knockdown). Dargestellt sind die mittels qRT-PCR gemessenen mittleren Expressionswerte und
Standardabweichungen von acht Messungen, welche im Verlauf der Kultivierung zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt wurden.

342.1.2 mRNA-Expression der AGS-Knockdown-Zellen
In den NOTCHI-Knockdown-Zelllinien AGS-N1" und AGS-N1% wurden relative NOTCHI-
Expressionwerte von 54 und 78 % gemessen. Gleichzeitig betrug die NOTCH2-Expression in
diesen Zelllinien 143 beziehungsweise 120 % gegeniiber der Kontrollzelllinie AGS-Kon
(n=1). Die NOTCH2-Expression in den Knockdown-Zelllinien AGS-N2** und AGS-N2°° war
mit 99 beziehungsweise 85 % Restaktivitdt gegeniiber AGS-Kon nahezu unverdndert. Die
NOTCH I-Expression dieser Zellen war ebenfalls unverdndert (108 und 103 %, n=1).

Aufgrund der fehlenden Effektivitit des NOTCH2-Knockdowns und des schwachen
NOTCH]I-Knockdowns in Verbindung mit steigender NOTCH?2-Expression wurden die AGS-

Knockdown-Zelllinien nicht weiterverwendet.

3422 Nachweis der Proteinexpression mittels Western-Blot
Neben dem Nachweis der Expressionsreduktion auf der mRNA-Ebene wurde in den MKN28-
Zellen die Knockdown-Effizienz auch mittels Western-Blot-Verfahren auf der Proteinebene
iiberpriift (Abb. 21).

Die Expression von Notch2-FS (full size) war in beiden NOTCH?2-Knockdown-Zelllinien
signifikant auf 21+11 % (MKN28-N2*%) beziehungsweise 1911 % (MKN28-N2%) reduziert
(jeweils p=0,001, Abb. 21B und D). Eine Reduktion der aktivierten Notch-Proteine NEXT
(Notch extracellular truncation) und NICD (Notch intracellular domain) war ebenfalls zu

erkennen, erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,114 und p=0,151).



96 |

Ergebnisse

A

2,0+

0,54

Relative Proteinexpression
o

E= Notch1-FS

=3 Notch1-NEXT/NICD

vl

0,04 ;
Kon N1%° N152 N2%4 N2%
MKN28-Knockdown-Zelllinien
C
kDa Notch1-FS
250
Notch1-NEXT/NICD
1309 —
B-Aktin
55 — o m—"
35
Kon N15° N162 N29% N2%
MKN28-Knockdown-Zelllinien
Abb. 21:

2,04

0,54

Relative Proteinexpression
=
i

0,04

kDa

BE= Notch2-FS
=3 Notch2-NEXT/NICD

il i

*
Kon N15¢ N162 N2%4 N2%
MKN28-Knockdown-Zelllinien

Notch2-FS

250

—‘—.0'

Notch2-NEXT/NICD

130

e

55

B-Aktin

— gy, . "

Kon N15° N162 N2% N295
MKN28-Knockdown-Zelllinien

Relative Notchl- und Notch2-Proteinexpression in MKN28-Knockdown-Zelllinien (Western-
Blot). A) Notchl-Proteinexpression normalisiert mittels f-Aktin und bezogen auf MKN28-Kon.
B) Notch2-Proteinexpression normalisiert mittels 3-Aktin und bezogen auf MKN28-Kon. Dunkle
Sdulen reprisentieren jeweils die Expression des ungespaltenen Notch-Rezeptors (FS, full size),
helle Séulen stehen fiir die kombinierte Expression der gespaltenen (aktivierten) Notch-Proteine
(NEXT, Notch extracellular truncation und NICD, Notch intracellular domain). C)und
D) Reprisentative Western-Blots fiir Notchl und Notch2 (Notch-FS bei ca. 300 kDa,
NEXT/NICD bei ca. 120 kDa) sowie p-Aktin (ca. 40 kDa). Kon: Kontrolle, NI°***: NOTCH]I-
Knockdown N2****: NOTCH2-Knockdown, ** p=0,001, Student’s t-Test, n=3

Die Expression von Notchl-FS und NEXT/NICD war in beiden NOTCHI-Knockdown-
Zelllinien gegeniiber der Knockdown-Kontrolle deutlich reduziert (MKN28-N1°’: 23+6 % und
2147 %, MKN28-N1%: 29+5 % und 35+11 %) (Abb. 21A und C).
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343 Auswirkungen der Herunterregulation der NOTCHI- und
NOTCH?2-Expression auf MKN28-Magenkarzinomzellen

343.1 Auswirkungen auf die Morphologie und das Wachstum
Es wurden keine morphologischen Verdnderungen der MKN28 NOTCHI- und NOTCH2-
Knockdown-Zellen im Vergleich mit der Kontrollzelllinie festgestellt (Abb. 22).

Abb. 22: Vergleich der Morphologie von MKN28-Knockdown-Zelllinien. A) Das Wachstumsmuster der
Kontrollzelllinie MKN28-Kon unterscheidet sich nicht von B) den NOTCHI-Knockdown-Zell-
linien MKN28-N1°’ und C) MKN28-N1%, sowie von D) den NOTCH2-Knockdown-Zelllinien
MKN28-N2"* und E) MKN28-N2”. MaBstabsbalken=200 pm

Weiterhin ergaben sich in den XTT-basierten Untersuchungen der Kolonieverdoppelungs-
zeiten keine signifikanten Unterschiede in den Wachstumsgeschwindigkeiten zwischen den
Knockdown-Zelllinien (Tab. 50).

Tab. 50: Mittlere Kolonieverdoppelungszeiten von MKN28-Knockdown-Zelllinien

Kolonieverdoppelungszeit

MW [h] SA p'
MKN28-Kon 26,1 1,5
MKN28-N1% 26,6 2,7 0,793
MKN28-N1% 25,1 0,5 0,347
MKN28-N2* 24,9 2,2 0,488
MKN28-N2% 24,9 2,4 0,489

! Student’s t-Test gegen MKN28-Kon, MW: Mittelwert aus drei unabhingigen XTT-Test-Zeitreihen. Einzel-
werte wurden jeweils im 2-Punkt-Verfahren aus Werten in der exponentiellen Wachstumsphase errechnet.
SA: Standardabweichung, Kon: Kontrolle, N1 3962 NOTCH I-Knockdown, N2***°: NOTCH2-Knockdown.
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3432 Auswirkungen auf die Chemosensitivitét
Da die Expression von NOTCHI und NOTCH2 nach der Zytostatikabehandlung in den
untersuchten Magenkarzinomen verdndert war, wurden die NOTCHI- und NOTCH2-
Knockdown-Zelllinien (MKN28) auf Verdnderungen beziiglich der Chemosensitivitit
gegeniiber Cisplatin und 5-Fluorouracil untersucht. Diese Untersuchungen sollten Aufschluss
dariiber geben, ob es Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen der
NOTCHI-und NOTCH?2-Expression und der Chemosensitivitét gab.

34321 Chemosensitivitdtsanalysen mit XTT-Tests

Die Herunterregulation der NOTCHI- und NOTCH2-Expression erhohte die Resistenz der
Magenkarzinomzelllinie MKN28 gegeniiber Cisplatin. Die Cisplatinkonzentration, welche fiir
eine 50 %ige Wachstumsinhibition der MKN28-Knockdown-Zelllinien notig war (50 %
inhibitory concentration, 1Csy), war sowohl fir die NOTCHI- als auch fiir die NOTCH?2-
Knockdown-Zelllinien signifikant grofBer als fiir die Kontrollzelllinie MKN28-Kon. Ein
unterschiedlicher Einfluss der NOTCHI- gegeniiber der NOTCH2-Expression auf die
Chemosensitivitit konnte nicht festgestellt werden (Abb. 23A). Die Resistenz gegeniiber
5-Fluorouracil wurde durch den NOTCH1I- und NOTCH?2-Knockdown in diesem Assay nicht
beeinflusst (Abb. 23B).
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Abb. 23: Chemosensitivitit von NOTCHI- und NOTCH?2-Knockdown-Zelllinien gegen Cisplatin und
5-Fluorouracil. Dargestellt sind die mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICs,) bei 48 h
Inkubation mit A) Cisplatin und B) 5-Fluorouracil. * p<0,05 und ** p<0,01 im Student’s t-Test
gegeniiber der Kontrollzelllinie. Kon: Kontrolle, NI°**: NOTCHI-Knockdown N2****: NOTCH2-
Knockdown.

34322 Chemosensitivitdtsanalysen mit Koloniebildungsassays
Eine weitere Moglichkeit den FEinfluss der Herunterregulation der NOTCHI- und
NOTCH?2-Expression auf die Chemosensitivitit zu  untersuchen  bietet der
Koloniebildungsassay (KBA), welcher auch den Anteil der zur Koloniebildung befahigten
Zellen abschitzen ldsst. KBAs wurden fiir die MKN28-Knockdown-Zelllinien sowohl mit
einer Cisplatin- als auch mit einer 5-Fluorouracil-Behandlung durchgefiihrt (Abb. 24).
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Durch die Behandlung mit 1 uM 5-Fluorouracil war die Koloniebildung der Knockdown-
Zelllinien MKN28-N1%? und MKN28-N2** stirker reduziert als die der Kontrollzelllinie
MKN28-Kon. Die Erh6hung der 5-Fluorouracil-Konzentration auf 2 uM fiihrte zusétzlich zu
einer verstirkten Reduktion der Koloniebildung von MKN28-N1°’-Zellen (p=0,038) und von
MKN28-N2%°-Zellen (p=0,072) gegeniiber den MKN28-Kon-Zellen (Abb. 24A und C).
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Abb. 24: Koloniebildungsassays (KBA) mit MKN28-Knockdown-Zelllinien unter Zytostatika-
behandlung. A) Mittlere relative Kolonienzahl bei Behandlung mit Cisplatin, normiert auf die
jeweiligen unbehandelten Proben. B) Mittlere relative Kolonienzahlen bei Behandlung mit
S5-Fluorouracil, normiert auf die unbehandelten Proben. In C)und D) ist jeweils ein Well je
Konzentration und Zelllinie exemplarisch dargestellt. Die Sterne beziehen sich auf den Vergleich
mit der jeweils gleich behandelten MKN28-Kon, * p<0,05, ** p<0,01 Student’s t-Test. Kon:
Kontrolle, NI*”*: NOTCHI-Knockdown, N2****: NOTCH2-Knockdown.

Nach der Behandlung mit 1 und 2 puM Cisplatin verblieben bei den NOTCHI-Knockdown-
Zelllinien MKN28-N1° und -N1% signifikant mehr Kolonien als bei MKN28-Kon. Die
NOTCH2-Knockdown-Zelllinien MKN28-N2** und -N2* wiesen keine signifikanten
Koloniebildungsunterschiede gegeniiber der Kontrolle auf (Abb. 24B und D).
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3433 Auswirkungen auf die Sphiroidbildung
Um die Auswirkungen der Herunterregulation der NOTCHI- und NOTCH2-Expression auf
die Tumorinitiationsfahigkeit der MKN28-Zellen zu untersuchen wurden Sphéroidassays mit
den Knockdown-Zelllinien durchgefiihrt. Da in den vorangegangenen Versuchen
Unterschiede in der Resistenz der Knockdown-Zellen gegentiber Cisplatin auftraten, wurden
die Zelllinien mit und ohne Zugabe von 2 uM Cisplatin iiber 7 d auf ihr Sphiroidbildungs-

verhalten untersucht.

Es konnte kein signifikanter Einfluss des Knockdowns von NOTCH1 oder NOTCH?2 auf die
Sphiroidbildungseffizienz der unbehandelten Proben festgestellt werden. Fiir MKN28-N1°°
und MKN28-N2"° deutete sich eine leicht erhohte Sphéroidbildung gegeniiber MKN28-Kon
an (nicht signifikant). Dagegen schien MKN28-N2"* eine eher geringere Sphiroidbildung
aufzuweisen (ebenfalls nicht signifikant) (Abb. 25A).
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Abb. 25: Quantifizierung der Sphiroidbildung von MKN28-Knockdown-Zelllinien ohne und mit Cis-
platinbehandlung (2 pM Cis). A) Mittlere Sphiroidbildungseffizienz der MKN28-Knockdown-
Zellen (mittleren Sphdroidzahl je Anzahl ausgesiter Zellen). B) Mittleres Verhiltnis zwischen der
unbehandelten und der behandelten Probe aus drei unabhéngigen Experimenten. Kon: Kontrolle,
NI*”%?: NOTCHI-Knockdown, N2°**°: NOTCH2-Knockdown.

Bei keiner der Zelllinien fiihrte die Behandlung mit Cisplatin zu einer signifikanten
Verdanderung der Sphéroidbildungseffizienz. Die gemittelten Verhéltnisse zwischen den
unbehandelten und behandelten Proben wiesen auf eine leicht verminderte Sphéroidbildung
unter Cisplatinbehandlung bei der Zelllinie MKN28-Kon hin (mittleres Verhéltnis
unbehandelt zu behandelt 1,4+0,5) wéhrend die Behandlung mit 2 pM Cisplatin bei den
NOTCHI- und NOTCH?2-Knockdown-Zelllinien keine Verdnderung bewirkte (mittleres
Verhiltnis unbehandelt zu behandelt 1,0+0,3, 1,1+0,4, 1,0+0,5 und 1,0+0,3) (Abb. 25B).
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3434 Auswirkungen auf die Zellzyklusverteilung
Die Behandlung mit Cisplatin fiihrt durch Bildung von DNA-Addukten und Quervernetzung

(179 Ty den Chemo-

zu DNA-Schiaden welche einen G2/M-Zellzyklusarrest hervorrufen
sensitivitdtsanalysen waren besonders die NOTCHI- und zum Teil auch die NOTCH?2-
Knockdown-Zelllinien resistenter gegeniiber Cisplatin. Um zu ergriinden, ob sich diese
Resistenz in Verdnderungen der Zellzyklusverteilung manifestiert, wurden Zellzyklus-
analysen an den MKN28-Knockdown-Zelllinien mit und ohne Cisplatin-Behandlung durch-

gefiihrt.
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Abb. 26: Verteilung der Zellzyklusphasen von MKN28-N1 und MKN28-N2-Zelllinien im Vergleich
mit der Kontrollzelllinie MKN28-Kon. A) Die unbehandelten Zelllinien unterscheiden sich nicht
in der Verteilung der Zellen auf die Zellzyklusphasen. B) Mit vorangegangener Cisplatin-
Behandlung (2 pM iiber 24 h) kommt es zu einer deutlichen Verschiebung der Zyklusanteile im
Sinne eines G2/M-Arrests. Es sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den MKN28-N1-
und MKN28-N2-Zelllinien und der Kontrollzelllinie MKN28-Kon beziiglich der Reaktion auf die
Cisplatinbehandlung feststellbar. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhingigen Experimenten sowie reprisentative Histogramme. Kon: Kontrolle, NI’”%:
NOTCHI-Knockdown N2**”’: NOTCH2-Knockdown.

Nach 24 h Inkubation mit oder ohne 2 uM Cisplatin und anschlieBender FACS-Analyse wies
die Kontrollzelllinie MKN28-Kon einen G1-Phasen-Anteil von 46 % auf, 20 % der Zellen
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befanden sich in der S-Phase und 33 % in der G2/M-Phase. Die MKN28-N1 und
MKN28-N2-Zelllinien wichen von diesen Werten nicht signifikant ab (Abb. 26A). Nach
Behandlung mit Cisplatin verschob sich das Verhiltnis zugunsten der G2/M- und S-Phasen.
In der Kontrollzelllinie MKN28-Kon befanden sich noch 24 % der Zellen in der G1-Phase,
wihrend 33 % in der S-Phase und 43 % in der G2/M-Phase waren. Die MKN28-N1 und
MKN28-N2-Zelllinien folgten diesem Bild mit jeweils 26 % der Zellen in der G1-Phase,
30 % (MKN28-N1) und 29 % (MKN28-N2) in der S-Phase und 44 bzw. 43 % in der G2/M-
Phase. Die scheinbar leicht hoheren G1- und niedrigeren S-Phasen-Anteile waren nicht

signifikant von denen der Kontrollzelllinie verschieden (Abb. 26B).

Zusammen genommen zeigten die in vitro-Versuche, dass eine verringerte NOTCHI und
NOTCH?2-Expression sich nicht auf die Morphologie, Wachstumsgeschwindigkeit,
Sphiroidbildung und Zellzyklusverteilung der Knockdown-Zelllinien im Vergleich mit der
Kontrollzelllinie auswirkte. Der NOTCHI-Knockdown fithrte zu erhdhter Chemoresistenz
gegeniiber Cisplatin im XTT-Test und Koloniebildungsassay und verringerter Resistenz
gegeniiber 5-Flourouracil im Koloniebildungsassay. Der NOTCH2-Knockdown fiihrte im
XTT-Test zu einer erhdhten Resistenz gegeniiber Cisplatin. Im Koloniebildungsassay war die
Resistenz dieser Zellen gegen 5-Fluorouracil verringert. Beziiglich der Cisplatinsensitivitét

waren keine Unterschiede gegeniiber der Kontrolle messbar.
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4, Diskussion

Die neoadjuvante Chemotherapie des lokal fortgeschrittenen Magenkarzinoms dient der
Verkleinerung des Tumors vor der Operation. Zusdtzlich ermdglicht dieses Therapieschema
die Untersuchung von Tumoren des gleichen Patienten vor und nach einer Chemotherapie
unter den realen klinischen Bedingungen. Zwar fiihrt die neoadjuvante Chemotherapie in etwa
20 % der Félle zu einer fast vollstindigen Regression des Primértumors, bei den meisten

Patienten verbleiben jedoch erhebliche Mengen residualer Tumorzellen ¢**!.

Das Tumorstammzellmodell bietet einen Erklarungsansatz fiir das unterschiedliche
Ansprechen der Zellen auf eine Chemotherapie innerhalb eines Tumors. Durch intrinsische
Chemoresistenzmechanismen, welche mit dem Tumorstammzellphidnotyp verkniipft sein
sollen (Dormanz, Exportsysteme) konnten diese Zellen eine Chemotherapie liberdauern und
anschlieBend die Bildung lokaler Rezidive bewirken . Entsprechend sollte eine héhere
Expression von tumorstammzellassoziierten Genen im Residualtumor mit einer schlechteren
Prognose fiir den Patienten einhergehen und potenzielle Tumorstammzellen in den

Residualtumoren gegeniiber dem pritherapeutischen Tumor angereichert sein.

Die molekulare Charakterisierung der residualen Tumorzellen auf tumorstammzellassoziierte
Expressionsmuster konnte Aufschluss {iber deren Eigenschaften geben und eventuell
Angriffspunkte fiir alternative Behandlungen aufzeigen. Die vorliegende Arbeit hatte die
Untersuchung dieser Aspekte der Tumorstammezellhypothese in neoadjuvant chemo-
therapierten Magenkarzinomen zum Ziel und sollte die funktionelle Bedeutung ausgewéhlter

Gene fiir den Tumorstammzellphédnotyp und die Chemoresistenz in vitro untersuchen.

Im Folgenden sollen zunéchst die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen im Hinblick auf die
prognostische Wertigkeit der untersuchten Gene fiir das neoadjuvant chemotherapierte
Magenkarzinom sowie die Assoziation mit weiteren klinisch-pathologischen Parametern
diskutiert werden. Die Betrachtung der Ergebnisse unter dem Gesichtspunkt des Tumor-
stammzellmodells insbesondere beziiglich der differenziellen Expression ausgesuchter Gene
vor und nach der Chemotherapie folgt in Abschnitt 4.3. Im letzten Teil dieser Diskussion wird
auf die Bedeutung von NOTCHI und NOTCH?2 im Bezug auf die Chemotherapieresistenz und
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Tumorstammzelleigenschaften von Magenkarzinomen und Magenkarzinomzelllinien néher

eingegangen.

4.1 Uberlegungen zur Vergleichbarkeit von
Expressionsstudien

Um diese Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext der vorhandenen Literatur einordnen und
interpretieren zu konnen, wird zunichst auf die Vergleichbarkeit von Expressionsstudien an
Tumoren eingegangen. Um verschiedene Studien zu vergleichen, ist es wichtig die
Zusammensetzung der untersuchten Patientenkollektive zu beachten. Dazu gehort in erster
Linie die erfolgte Therapie sowie die klinische Ausgangslage, welche erheblichen Einfluss
auf die Prognose der Patienten aber auch auf die Genexpression haben kann. Eine
neoadjuvante Chemotherapie beim Magenkarzinom wird in der Regel bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren durchgefiihrt (cT3/4, Nx, MO0), wéhrend bei Tumoren mit
niedrigerem Tumorstadium eine primire Resektion vorgeschlagen wird ®*. Die Prognose fiir
Patienten mit lokal fortgeschrittenen Karzinomen ist per se erheblich schlechter als fiir
Patienten mit lokal begrenzten Tumoren und diese Unterschiede werden auch durch die
Chemotherapie nicht egalisiert ®”. Auch innerhalb der Gruppe der neoadjuvant
chemotherapierten Patienten kann beziiglich des Therapieansprechens und der daraus
resultierenden Prognose differenziert werden. Patienten mit Tumorregressionsgrad (TRG) 1
(weniger als 10 % residuale Tumorzellen) haben eine deutlich bessere Prognose, als Patienten
mit TRG2 oder 3 *". Die hier untersuchten Tumoren mit TRG2 stellen eine sehr spezielle
Gruppe dar, die zwar in teilweise erheblichem Umfang auf die Chemotherapie anspricht (10-
50 % residuale Tumorzellen), sich jedoch prognostisch kaum von Tumoren mit TRG3 (mehr
als 50 % residuale Tumorzellen) unterscheidet “D Die Beschrinkung auf neoadjuvant
behandelte Patienten, die sich in dem Therapieansprechen und der Prognose von der
Gesamtheit der Magenkarzinompatienten abgrenzen, kann die Vergleichbarkeit zu anderen
Studien einschriinken. Zusitzlich zu den Unterschieden im Uberleben werden durch die

(177), so dass der

Chemotherapie auch Verdnderungen in der Genexpression hervorgerufen
Vergleich zwischen Studien an Biopsien oder primir resezierten Tumoren und Studien an
posttherapeutischen Resektaten mit Einschrdnkungen zu werten ist. Nicht fiir alle betrachteten
Aspekte stehen Vergleichsdaten aus Magenkarzinomstudien zur Verfiigung. Daher werden
auch Vergleiche mit anderen Tumorentititen und -zelllinien angestellt. Diese Vergleiche
konnen aufgrund der unterschiedlichen klinischen, therapeutischen und molekularen

Vorraussetzungen in anderen Tumorarten nur exemplarisch sein.
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In dieser Arbeit wurden Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene durchgefiihrt. Fiir den
Vergleich mit Studien, die die Expression auf Proteinebene analysierten, muss beachtet
werden, dass auf Grund der vielfiltig moglichen, posttranslationalen und posttrans-
kriptionalen Regulationsmechanismen eine Korrelation zwischen der mRNA-Expression und
der Proteinexpression nicht notwendigerweise vorliegen muss !’®. Allein von der Expression
kann in vielen Fillen nicht auf die Aktivitit von Proteinen geschlossen werden; auch die
zelluldre Lokalisation und aktivierende oder deaktivierende Phosphorylierung konnen die

Aktivitit von Proteinen bestimmen ‘7,

Auch wenn Studien auf der gleichen Expressionsebene durchgefiihrt wurden, konnen
Variabilitidten durch das verwendete System zur Expressionsquantifizierung entstehen. Dabei
spielen die Auswahl der Primer und Sonden (Detektion von Spleilvarianten), die Art der
Normalisierung (globale Methoden oder referenzgenbasierte Methoden), die Auswahl der

Antikdrper (Spezifitit, Lage des Epitops) und andere technische Aspekte eine Rolle (180)

4.2 Assoziation der Genexpression mit dem Uberleben
und klinisch-pathologischen Parametern

4.2.1 Assoziationen mit dem Uberleben
Die Genexpressionsanalysen in neoadjuvant chemotherapierten Magenkarzinomen mit TRG2
zeigte fiir die Expression von drei Genen (GSK3B, DNMTI, und CTNNB]I) eine signifikante
Assoziation mit dem Uberleben, sowie einen entsprechenden Trend fiir drei weitere Gene
(CCND1, ABCG2 und NOTCH?2).

Eine hohe Expression von Glykogen-Synthase-Kinase 3f (GSK3B)-mRNA war mit einem
besserem Gesamtiiberleben der Patienten assoziiert. Die GSK3B-Expression war in der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse sogar der zweitstirkste unabhéngige, prognostische
Faktor nach dem Metastasenstatus. Eine immunhistochemische Studie an Magenkarzinomen
beschrieb bereits eine signifikant bessere Prognose fiir Patienten mit starker phospho-
GSK3BTyr216-Pr0teinexpression und eine Assoziation dieser aktivierten Form der Kinase mit
einer niedrigeren lokalen Tumorausdehnung und mit Metastasenfreiheit '*". Die Gesamt-
proteinexpression von GSK3B wurde in der genannten Studie nicht beriicksichtigt, jedoch
wurde bereits fiir hochgradige, serose Ovarialkarzinome beschrieben, dass eine hohe GSK3B-
Genexpression mit einer guten Prognose assoziiert sei %2 In anderen Tumoren wird GSK3B
jedoch eher als Zielstruktur fiir eine Therapie angesehen, da es in Tumorzellen vermehrt

exprimiert wird oder die Proliferation von Tumorzellen fordert '**'®. Diese Diskrepanzen
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liegen moglicherweise in den vielféltigen Interaktionsmoglichkeiten von GSK3B begriindet.
GSK3B ist eine Serin/Threonin-Kinase, die mit iiber 40 verschiedenen Substraten in diverse
Signalwege und zelluldre Funktionen eingebunden ist. Zu diesen gehoren der Wnt-Signalweg,
die zellulire Regulation der Insulinwirkung und die Apoptoseinduktion "®. Im Wnt-
Signalweg ist GSK3B ein Bestandteil des B-Catenin-Zerstorungskomplexes und fiir eine
Phosphorylierung von B-Catenin zusténdig, welche zur Ubiquitinierung und zum Abbau von
B-Catenin fiihrt und somit inhibierend auf den Wnt-Signalweg einwirkt '*®. Die Aktivierung
des Wnt-Signalwegs ist fiir die Erhaltung vieler Stammzellkompartimente, darunter auch im
Gastrointestinaltrakt, notwendig. Gleichzeit ist eine Deregulation im Sinne einer dauerhaften
Aktivierung des Wnt-Signalwegs eine hédufig beobachtete Eigenschaft in gastrointestinalen
Tumoren "°”. Auch in bis zu 46 % aller Magenkarzinome wurde eine verstirkte Aktivierung
des Wnt-Signalwegs beschrieben, welche mit einem schlechteren Uberleben der Patienten

einherging *”

. Die hier beobachtete Assoziation der GSK3B-Genexpression mit einem
besseren Uberleben kénnte also auf die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch eine GSK3B-
vermittelte B-Catenin-Degradation zurlickzufithren sein. Dagegen spricht, dass in dieser
Studie auf mRNA-Ebene keine Korrelation zwischen der Expression von CTNNBI
(B-Catenin-Gen) und GSK3B festgestellt wurde. Dies wird durch eine weitere Studie von
Cho et al. (2010) bestdtigt, die keine Korrelation zwischen phospho-GSK3B und der
B-Catenin-Aktivitit oder -Proteinexpression im Magenkarzinom feststellen konnten !*%,
Weiterhin kann GSK3B regulierend in den Notch-Signalweg eingreifen, indem es aktiviertes
Notch2 phosphoryliert und dessen transkriptionelle Aktivitdt einschriankt %9 Die moglichen
Auswirkungen einer verdnderten Notch-Signalweg-Aktivitit werden in Abschnitt 4.4

ausfuhrlicher diskutiert.

Eine verstirkte mRNA-Expression von CTNNBI (B-Catenin-Gen) konnte eine Aktivitéts-
steigerung des Wnt-Signalwegs bewirken und wire daher im Zusammenhang mit einem
schlechteren Uberleben der Patienten zu erwarten. Hier wurde jedoch eine signifikante
Assoziation von geringer CTNNBI-Genexpression im Primértumor mit dem Auftreten von
Fernmetastasen und schlechterer Prognose festgestellt. Interessanterweise wurde im
Magenkarzinom und anderen Tumoren des Gastrointestinaltrakts hédufig eine geringere
Expression von P-Catenin als im Normalgewebe beobachtet, was mit einer erhohten
Malignitdt einherging (199 Dies wiirde mit der beobachteten besseren Prognose bei hoherer
CTNNBI-Genexpression lbereinstimmen. Andere Autoren sahen dagegen keinen
Zusammenhang zwischen der Expression von p-Catenin und der Prognose von

Magenkarzinomen *°"

oder konnten zeigen, dass die -Catenin-Expression besonders in dem
prognostisch ungiinstigen histologischen Mischtyp nach Laurén erhoht und mit Lymph-

knotenmetastasen assoziiert ist "*?. Eine mogliche Erklirung fiir eine bessere Prognose bei
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hoherer p-Catenin-Expression bietet dessen duale Funktion als Wachstums- und
Proliferationsmediator im Wnt-Signalweg und in der Adhédrenzvermittlung im
membrangebundenen E-Cadherin-Komplex. In einer Kolonkarzinomstudie wurde zum
Beispiel festgestellt, dass eine Verringerung der B-Catenin-Expression oder des E-Cadherins
zu einem signifikant schlechteren Uberleben der Patienten fiihrte "*®. In der vorliegenden
Studie wurden weder eine Korrelation zwischen der CTNNBI- und CDHI (E-Cadherin-Gen)-
Expression noch zwischen der CDHI-Genexpression und dem Uberleben festgestellt. Einen
weiteren Erkldrungsansatz fiir die Assoziation einer hohen CTNNBI-Genexpression mit
einem besseren Uberleben bietet die Arbeit von de Sousa ef al. (2011). Diese zeigte eine
Assoziation  zwischen  erhohter  Expression von  Wnt-Zielgenen in  frithen
Kolorektalkarzinomen und der Abnahme der Expression mit fortschreitender Entdifferen-
zierung des Tumors. In der Studie war eine erh6hte Expression von Wnt-Zielgenen auch mit

einer besseren Prognose verkniipft '*%.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine Assoziation zwischen hoher DNMT] (DNA-Methyl-
transferase 1-Gen) -Expression in den Resektaten und einem besseren Gesamtiiberleben
festgestellt. Dies steht im Gegensatz zu Studien, die belegen, dass die DNMTI in
Magenkarzinomen verstarkt exprimiert wird und daher DNMT-Inhibitoren als mogliche

Therapieoption vorschlagen (195,196)

Unterstiitzt wird diese Einschidtzung durch eine
immunhistochemische Analyse an pritherapeutischen Biopsien neoadjuvant behandelter
Magenkarzinome, die eine Assoziation zwischen niedriger Expression von DNMTI1 und
besserem Uberleben der Patienten feststellte °*). Dieser Gegensatz zu den hier vorliegenden
Daten konnte wie eingangs erwdhnt auf die verschiedenen Untersuchungsebenen (mRNA-
versus Proteinexpression), sowie die Auswahl der Patienten zuriickzufiihren sein, was die
Vergleichbarkeit der Studien einschrdnkt. Funktionell ist die DNMTI1 eine so genannte
maintenance- (Erhaltungs-) Methyltransferase, die die Ubertragung von bestehenden
Methylierungsmustern auf neu synthetisierte DNA-Strange zur Aufgabe hat. Tatséchlich ist
die Expression von DNMTT in proliferierenden Zellen erhoht (9D Beim Magenkarzinom ist
eine  erhohte = DNMTI1-Proteinexpression mit einem  CpG-Insel-Methylierungs-
Phanotyp (CIMP) assoziiert. Diese epigenetische Deregulation gilt als mogliche Ursache fiir
den CDHI-Expressionsverlust. Es muss daher zwischen einer generell erhohten Expression

(197)

und einer erh6hten Proliferationsrate unterschieden werden , was auf der hier untersuchten

mRNA-Ebene nicht geschehen kann.

Eine hohere Genexpression von ABCG2 im Tumorresektat war ebenfalls mit einem besserem
Uberleben der Patienten assoziiert. Dies war unerwartet, da ABCG2 (ATP-binding cassette,
sub-family G (WHITE), member 2) ein Exportprotein ist, welches wie andere multidrug

resistance (MDR) -assoziierte Gene filir die Resistenz gegen diverse Chemotherapeutika
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mitverantwortlich gemacht wird '*”. In einer immunhistochemischen Studie an
Magenkarzinomen wurde eine Assoziation der Expression von ABCG2 und ABCBI mit
einem schlechteren Differenzierungsgrad der Tumoren gefunden. Eine mogliche Assoziation
mit dem Uberleben der Patienten wurde dabei nicht untersucht "®®. Im nichtkleinzelligen
Lungenkrebs ist ABCG2 alleine zwar nicht mit der Prognose assoziiert, jedoch ist eine hohe
Expression des Proteins Teil einer prognostischen Signatur, die eine frith rezidivierende
Erkrankung vorhersagt "*”. Im Gegensatz zu ABCG2 war die Genexpression von ABCBI
beziiglich des Uberlebens und der klinisch-pathologischen Parameter in dieser Arbeit

unauffillig.

Die OLFM4 (Olfactomedin 4-Gen) -Expression war in dieser Arbeit positiv mit einem
besserem Uberleben der Patienten assoziiert. Eine immunhistochemische Studie an
Kolorektalkarzinomen kam zu einem vergleichbaren Ergebnis beziiglich des Uberlebens und
stellte eine hohere Expression von OLFM4 bei niedrigerer TNM-Klassifikation fest ¢%%,
Weiterhin wurde OLFM4 als Biomarker fiir die Differenzierung von Magenkarzinomen
beschrieben, wobei in dieser immunhistochemischen Studie gut differenzierte Tumoren und
Tumoren vom intestinalen Typ nach Laurén eine erhohte Expression aufwiesen, wihrend
schlecht differenzierte und diffuse Tumoren OLFM4 geringer exprimierten “°". In den hier
untersuchten Tumoren zeigte sich eine Assoziation der OLFM4-Genexpression mit einem
negativen Lymphknotenmetastasenstatus, nicht jedoch mit dem histologischen Subtyp nach

Laurén.

Der Notch-Signalweg mit seinen vier paralogen Rezeptoren (Notchl-4) spielt besonders in

der Regulation des intestinalen Stammzellkompartiments und der Proliferations- und

(102,114)

Differenzierungskontrolle eine Rolle . Die Expression von NOTCH?2 korrelierte in

dieser Arbeit mit einem schlechteren Uberleben der Patienten und dem Vorhandensein von
Fernmetastasen. Die Expression von NOTCHI war dagegen weder mit dem Uberleben noch
mit anderen klinisch-pathologischen Parametern assoziiert. Die Aktivierung des Notch-
Signalwegs tiber Notchl und Notch2 wurde als progressionsfordernd in Xenotransplantations-

versuchen mit Magenkarzinomzellen, welche aktiviertes Notchl beziehungsweise Notch2

(202,203)

exprimierten, beschrieben Notch2 wurde in Glioblastomen als proliferations-

(204)

verstiarkend und apoptoseinhibierend beschrieben und die konstitutive Expression von

Notch2-NICD (aktiviertes Notch2) in Méuselebern fiihrt zur Entstehung von hepatozelluldren

Karzinomen %

. Auch die progressionsfordernden Eigenschaften von Notch2 in der
Entstehung von duktalen Pankreaskarzinomen aus den PanIN-Vorlduferldsionen (pancreatic
intraepithelial neoplasia) spricht fiir eine onkogene Rolle von Notch2 '), Notch1 kann beim
Hautkrebs je nach Tumortyp (Melanom, Spinalzellkarzinom, Basalzellkarzinom) und

Lokalisation (Sonnenlichtexposition) als Tumorsuppressor oder als Onkogen auftreten %%
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Die meisten Publikationen stellen Notchl jedoch als potenzielles Onkogen dar '®.

Aktivierende Mutationen von NOTCHI werden hiufig bei akuten lymphoblastischen
Leukdmien vom T-Zell-Typ (T-ALL) gefunden und daher wird Notchl als therapeutische
Zielstruktur fiir diese Tumoren angesehen, obwohl diese Mutationen interessanterweise mit
besserem Therapieansprechen und einer giinstigen Prognose assoziiert sind ?*2%. Im
Brustkrebs ist die Genexpression von NOTCHI, NOTCH3 und JAGI mit schlechterem
Gesamtiiberleben assoziiert **. Auch in anderen Tumoren wurde eine verstirkte Expression
von Notch-Rezeptoren identifiziert und in vielen Féllen mit einer vermehrten Chemoresistenz

(1% S0 konnte in einer Kolonkarzinomstudie eine erhdhte

in Verbindung gebracht
Genexpression von NOTCHI in den Karzinomen festgestellt werden und in anschlieBenden
Zellkulturexperimenten auf eine Induktion durch die Chemotherapie zuriickgefiihrt

werden 17

Insgesamt wird der Notch-Signalweg zunehmend als wichtige Komponente in der
Tumorprogression und Chemoresistenz gesehen und gewinnt dadurch als potenzielle
Zielstruktur an Bedeutung (1% (siche auch Abschnitt 4.4). Die hier durchgefiihrten Expres-
sionsanalysen deuten ebenfalls auf Notch2 als mogliche Zielstruktur, nicht jedoch auf Notchl
hin. Die Aktivierungsmechanismen und Wirkungen der einzelnen Rezeptorparaloge sind nicht
vollstindig bekannt und eine spezifische Inhibition einzelner Rezeptoren ist daher eventuell
einer allgemeinen Blockade des Signalwegs vorzuziehen *”. Fiir diese Sichtweise spricht
auch die in dieser Arbeit gefundene Assoziation der NOTCHZ2-Expression mit einer
schlechteren Prognose, wihrend die NOTCHI-Expression nicht mit dem Gesamtiiberleben
korrelierte. Zusatzlich wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Expressionsverdnderungen
von NOTCHI und NOTCH?2 wihrend der Chemotherapie festgestellt (siche Abschnitte 4.3
und 4.3.2).

4.2.2 Die prognostische Signatur
Durch die Kombination der Ergebnisse der Expressionsanalyse und der Cluster-Analysen
konnte eine Genexpressionssignatur bestehend aus GSK3B™", CTNNBI™" und
NOTCH2"*"¢ im Tumorresektat identifiziert werden. Diese Signatur definierte eine
Patientengruppe, deren Gesamtiiberleben im Vergleich mit den Patienten, deren Tumoren
andere Expressionsmuster aufwiesen, erheblich besser war. Dies konnte nicht nur mit der
Einteilung nach den Einzelgrenzwerten gezeigt werden, sondern war auch mit einem Risiko-
Score, der auf den Cox-Regressionskoeffizienten der Gene basierte, nachweisbar. Der
klinische Nutzen einer solchen prognostischen Signatur ldge besonders in der Stratifizierung

von Patienten fiir eine zusidtzliche Therapie. So konnte Patienten, die anhand der
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Expressionssignatur in die prognostisch giinstige Gruppe eingestuft werden, eine
anstrengende und eventuell schéddliche second-line Chemotherapie erspart werden, wihrend
man bei Patienten mit einer schlechten Prognose eine zusitzliche Therapie in Erwidgung
ziehen wiirde. Um zu einer solchen Anwendung zu finden ist eine sorgfiltige Validierung der

Signatur notwendig, die im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen werden konnte.

In der Literatur werden verschiedene Interaktionen und Regulationsmechanismen zwischen
den Komponenten der Signatur beschrieben. Die offensichtliche Interaktion von GSK3B und
B-Catenin im kanonischen Wnt-Signalweg wurde bereits oben beschrieben (siche
Abschnitt 4.1). Daneben ist GSK3B auch in der Lage aktiviertes Notch2 (Notch2-NICD)
durch Phosphorylierung zu inaktivieren. Dieser Vorgang wird jedoch gehemmt, wenn der

Wnt-Signalweg aktiviert wird /®

. Im Gegenzug sind membranstindige, nicht aktivierte
Notch-Proteine (besonders Notchl) in der Lage freies B-Catenin zu binden und damit den
Whnt-Signalweg zu inhibieren ¢'?. Ob diese funktionellen Zusammenhinge tatsichlich zu der
hohen prognostischen Signifikanz der Genkombination beitragen, geht aus den vorliegenden

Daten nicht hervor.

Die prognostische Signatur wurde anhand der Genexpressionswerte in posttherapeutischen
Proben ermittelt. Um eine generelle prognostische Relevanz zu priifen, war die Verédnderung
der Expressionswerte wihrend der Chemotherapie von Interesse. GSK3B war der stirkste
unabhéngige prognostische Faktor nach dem Metastasenstatus in den posttherapeutischen
Resektaten mit TRG2. Die GSK3B-Expression verdanderte sich wahrend der Chemotherapie
nicht signifikant. Die CTNNBI-Expression zeigte nach der Chemotherapie in Tumoren mit
TRG2 eine Tendenz zu hoherer Expression, nicht jedoch in Tumoren mit TRG3. Die
NOTCH?2-Expression war in Tumoren mit TRG2 signifikant und in Tumoren mit TRG3

tendenziell gegeniiber den zugehorigen Biopsien erhoht.

Insgesamt lieBen diese Ergebnisse darauf schlieBen, dass die Chemotherapie nur einen
geringen Einfluss auf die Komponenten der prognostischen Signatur hatte und der stdrkste
prognostische Faktor unverdndert blieb. Dadurch ergab sich die Frage, ob die Signatur
unabhingig von dem Therapiestatus der Patienten eine prognostische Wertigkeit haben

konnte.

423 Analyse offentlicher Datenbanken

Um die allgemeine prognostische Relevanz der gefundenen Signatur einzuschétzen wurden
aus einer oOffentlichen Datenbank Genexpressionswerte, Uberlebensdaten und klinisch-
pathologische Daten fiir ein Kollektiv von primdr resezierten Magenkarzinomen

extrahiert '’”. Die Patienten in dieser Studie wurden, soweit bekannt, weder vor noch nach



Diskussion | 111

der Operation einer Chemotherapie unterzogen. Dennoch konnte durch die Anwendung der
GSK3B"™", CTNNBI"™™ und NOTCH2"*""¢-Expressionssignatur, basierend auf der Einteilung
nach dem Median oder den optimalen Grenzwerten, jeweils eine Patientengruppe mit
erheblich besserem Gesamtiiberleben identifiziert werden. Dies unterstreicht, dass die hier
gefundene Signatur unabhingig von einer Chemotherapie eine prognostische Signifikanz hat.
Gleichzeitig konnte der in dieser Arbeit beobachtete Anstieg der NOTCH2-Expression nach
der neoadjuvanten Chemotherapie zu einer Verstiarkung der Signatur im Sinne einer besseren

Diskriminierung gefiihrt haben.

4.2.4 Assoziationen mit weiteren klinisch-pathologischen
Parametern
In den Resektaten von Tumoren mit TRG2 wurden eine Reihe weiterer tumorstammzell-
assoziierter Gene identifiziert, die mit klinisch-pathologischen Parametern, aber nicht mit dem
Uberleben assoziiert waren.

(7D und wird als potentes Onkogen

Cyclin D1 ist ein Zielprotein des Wnt-Signalwegs
angesehen, da es den Zellzyklus vorantreiben kann und in vielen Tumoren iiberexprimiert
oder tiberaktiviert wird '°”. In dieser Arbeit war eine hohe Expression von CCNDI
(Cyclin D1-Gen) mit dem intestinalen Subtyp nach Laurén sowie mit dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen assoziiert. Aulerdem wiesen proximal lokalisierte Tumoren eine
tendenziell hohere CCNDI-Genexpression auf als Tumoren mit anderen Lokalisationen. In
der Literatur gibt es Arbeiten, die hinsichtlich der Assoziation zwischen der Cyclin D1-
Proteinexpression und dem intestinalen Subtyp nach Laurén zu unterschiedlichen Ergebnissen

kommen @!!212)

POUSF1 (POU class 5 homeobox 1, auch OCT3/4 genannt) ist ein Transkriptionsfaktor, der
fir die Selbsterneuerung und Pluripotenz von Stammzellen eine entscheidende Rolle
spielt ©”. In dieser Arbeit war in Tumoren mit TRG2 nach der Chemotherapie eine hohere
POUSF1-Genexpression mit einer groleren lokalen Tumorausdehnung (pT) assoziiert. Eine
signifikante Assoziation zwischen einer hohen POUSFI[-Genexpression und einer
schlechteren Prognose, wie sie zum Beispiel nach Radiochemotherapie bei
Kolorektalkarzinomen beobachtet wurde *'¥, konnte hier nicht festgestellt werden. In einer
Magenkarzinomstudie an primér resezierten Tumoren wurde dagegen eine Assoziation
zwischen einer geringeren POUSF1-Proteinexpression und einer schlechteren Prognose,
grofleren Tumorausdehnung und verstdrkten Metastasierung gefunden. @9 Dass hier die
Tumorausdehnung mit einer hohen Genexpression von POUSF] assoziiert war konnte neben

technischen Aspekten der Vergleichbarkeit von Expressionsstudien auch an der
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Chemotherapie liegen, die eine signifikant hohere POUS5F1-Genexpression in den residualen
Tumorzellen zur Folge hatte. Die hier gefundene starke positive Korrelation der POUSFI-,
LIN2S-, SOX2- und NANOG-Genexpression in Resektaten mit TRG2 deutet moglicherweise
auf das Vorhandensein eines Tumorstammzellphidnotyps in einigen Tumoren hin, da diese
vier Gene die gleichen sind, die in der Publikation von Yu et al. (2007) als ausreichend fiir die
Umwandlung differenzierter somatischer Zellen zu pluripotenten Stammzellen beschrieben
wurden V. Aufgrund des Assaydesigns fiir diese Gene konnte eine Amplifikation von gDNA
nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Die stichprobenartige Uberpriifung der cDNA-
Reinheit und relativ niedrigen Ci-Werte von POUSFI, SOX2 und NANOG wiesen jedoch
darauf hin, dass ein Einfluss von gDNA-Verunreinigungen auf die beobachtete Korrelation

unwahrscheinlich ist.

Nanog ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der die Differenzierung von Stammzellen
hemmt und somit eine wichtige Rolle in der Embryogenese spielt ®®. Auch in der
Tumorentstehung und fiir die Ausbildung des Tumorstammzellphdnotyps scheint Nanog

. (97
relevant zu sein ©7.

Fir Magenkarzinome gibt es unterschiedliche Berichte {iber den
Zusammenhang zwischen der Nanog-Proteinexpression und der Prognose sowie den klinisch-
pathologischen Parametern. In der bereits erwdhnten Studie von Matsuoka ef al. (2012)
korrelierte die Nanog-Proteinexpression mit keinem der untersuchten Faktoren (TNM,
Uberleben, Laurén), wihrend eine #hnliche Studie von Lin ef al. (2012) eine Assoziation
zwischen hoher Nanog-Proteinexpression und schlechterer Prognose, groferer Tumor-

(2142159 In den hier untersuchten

ausdehnung sowie hoherem TNM-Stadium feststellte
neoadjuvant chemotherapierten Tumoren war die NANOG-Genexpression nicht mit dem
Uberleben korreliert, aber eine hohe Expression war ebenfalls bevorzugt in Tumoren mit
groferer lokaler Ausdehnung zu finden. AuBerdem zeigte sich eine Assoziation zwischen
einer niedrigen NANOG-Expression und einer proximalen Tumorlokalisation, die Lin et al.

(2012) nicht feststellen konnten ',

Die Genexpression des Wnt-Rezeptors FZDI (Frizzeled homolog 1) war besonders in
Tumoren mit groBer lokaler Ausdehnung und in nichtproximal lokalisierten Tumoren erhdht.
In der Literatur wird FZDI vor allem mit einer erh6hten Chemoresistenz durch eine Wnt-

(107 " In dieser Arbeit war die

vermittelte ABCBI-Expression in Verbindung gebracht
Expression der beiden Gene jedoch nicht signifikant korreliert (p=0,298, p>0,05).
Andererseits fand sich in dieser Arbeit eine starke Korrelation zwischen FZDI und dem Wnt-
Zielgen ASCL2 (Achaete-scute complex homolog 2), was fiir eine Aktivierung des Wnt-
Signalwegs in einigen Tumoren spricht. ASCL2 ist fiir die Erhaltung intestinaler Stammzellen

essenziell "'? und die Expression von FZDI und ASCL?2 korrelierten auBerdem stark mit den
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oben bereits erwdhnten Stammzellmuster bestehend aus LIN28, NANOG, POUS5SFI und
SOX2.

Das Secreted frizzled protein 1 (SFRP1) ist ein Antagonist des Wnt-Signalwegs und ein

Zielgen des Hedgehog-Signalwegs %Y.

Die SFRPI-Genexpression in den residualen
Tumorzellen mit TRG2 war mit dem nichtintestinalen histologischen Subtyp assoziiert,
wiahrend das Wnt-Zielgen CCNDI mit dem intestinalen Subtyp assoziiert war. Eine
signifikante negative Korrelation zwischen den beiden Genen konnte jedoch nicht festgestellt

werden.

Ein weiteres Wnt-Zielgen ist LGR5. Dieses ist fiir den Tumorstammzellphdnotyp im
Magenkarzinom besonders interessant, da es als zuverldssiger Stammzellmarker in der

(10D " Rine hohere

intestinalen Schleimhaut sowie in Teilbereichen des Magens gilt
Genexpression von LGRS war in den Tumoren mit TRG2 signifikant mit einem negativen
Metastasenstatus und geringerer Tumorausdehnung verkniipft. Ein Zusammenhang mit dem
Uberleben der Patienten konnte dagegen nicht festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde
in fortgeschrittenen Magenkarzinomen eine Assoziation von hoher LGR5-Genexpression und
héherem Tumorstadium beschrieben ?'®. Die Ursache fiir diese gegensitzlichen Resultate ist
unklar. Der Transkriptionsfaktor ASCL2 wurde urspriinglich im Kolon durch eine Gen-
expressionssignatur von LGRS5-positiven intestinalen Stammzellen als Regulator der

£t (110)

Stammzellerhaltung identifizie , daher wire eine Korrelation der Genexpression von

ASCL2 und LGRS zu erwarten gewesen, was aber hier nicht bestitigt werden konnte.

Von den héufig fiir die Anreicherung von Tumorstammzellen eingesetzten
Oberfldchenmarkern (CD133, CD44, CD24, CD34, CD38) zeigte in dieser Arbeit keiner eine
Assoziation zwischen der Genexpression und dem Uberleben oder anderen klinisch-
pathologischen Faktoren. Zwar kommt auch eine kiirzlich erschienene Arbeit zu dem Schluss,
dass CD133 nicht geeignet ist um Tumorstammzellen des Magens zu identifizieren 7 doch
wurde mehrfach Berichtet, dass mit immunhistochemischen Methoden an primér resezierten
oder teilweise adjuvant chemotherapierten Magenkarzinomen eine negative Assoziation der
CDI133-Expression mit dem Uberleben ¢'"**? sowie eine positive Assoziation mit einer
grofleren lokalen Tumorausdehnung und Lymphknotenbeteiligung feststellbar ist (217.220)
Diese Befunde konnten durch diese Arbeit nicht bestdtigt werden, was jedoch auf die
unterschiedliche Patientenstratifizierung sowie die unterschiedlichen Nachweisebenen
zuriickzufithren sein konnte. Alle genannten Studien zu Oberflichenmarkern basierten auf

immunhistochemischen Analysen an primir resezierten Tumoren.

Zusammenfassend wurden aus den Expressionsdaten der 44 tumorstammzellassoziierten

Gene nach Chemotherapie sechs Gene identifiziert, die mit dem Uberleben der Patienten
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assoziiert waren. Aus drei dieser Gene (GSK3B, CTNNBI und NOTCH2) konnte eine
prognostische Signatur abgeleitet werden, deren Wertigkeit durch die Anwendbarkeit an
primér resezierten Tumoren aus einem o6ffentlich verfiigbaren Datensatz unterstrichen wurde.
Auch eine Reihe anderer tumorstammzellassoziierter Gene zeigte interessante Assoziationen

mit den klinisch-pathologischen Parametern der untersuchten Proben. Zu diesen gehoren
wichtige Stammzellgene wie POUSF 1, LGRS und NANOG.

4.3 Evaluation der Genexpressionsanalysen unter dem
Gesichtspunkt der Tumorstammzellhypothese

4.3.1 Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene
Tumorstammzellen sollen in der Lage sein sich selbst zu erneuern und durch Differenzierung
alle heterogenen Zelltypen eines Tumors hervorzubringen “”. Weiterhin werden ihnen auch
Resistenzmechanismen zugeschrieben (Exportproteinexpression, Dormanz), die es ihnen
erlauben eine Chemotherapie zu iiberstehen und anschlieend zu der Entstehung von lokalen
Rezidiven beizutragen “>"'**Y. Das Tumorstammzellmodell ist noch im Wandel begriffen, da
nicht alle Tumoren nach einem hierarchischen Modell kategorisierbar sind und es immer
wieder Ausnahmen beziiglich der postulierten Tumorstammzelleigenschaften gibt. Daher
wurden flexiblere Modelle vorgeschlagen, die eine mogliche Plastizitit des Tumorstammzell-

phénotyps einbeziehen ©2.

Die Konsequenz aus flexiblen Tumorstammzellmodellen ist, dass eine erfolgreiche Therapie
sowohl die klassische, auf schnell teilende Tumorzellen ausgerichtete, als auch eine gegen die
Tumorstammzellen gerichtete Komponente enthalten muss, da jede residuale Zelle potenziell
ein Rezidiv hervorrufen kann “*’”. Um eine solche gezielte Therapieoption zu entwickeln ist
es notig, Identifikationsmarker und Zielstrukturen fiir Tumorstammzellen zu finden, die von
der klassischen Chemotherapie ausgespart werden. Die neoadjuvante Chemotherapie des
Magenkarzinoms bietet die Moglichkeit pri- und posttherapeutische Tumorzellen molekular
zu charakterisieren und Gene zu identifizieren, die als Marker und therapeutische
Zielstrukturen interessant sind, da sie in den residualen Tumorzellen vermehrt exprimiert

werden.

Von den 44 untersuchten tumorstammzellassoziierten Genen waren sechs mit der Prognose
der Patienten assoziiert. Bezug nehmend auf die Hypothese, dass Tumorstammzellen in den
residualen Tumoren angereichert sind und zu einer schlechteren Prognose fiihren, konnten die
Assoziationen zwischen hoher NOTCHZ2-Expression beziehungsweise niedriger GSK3B-

Expression mit einer schlechteren Prognose als bestitigende Ergebnisse angefiihrt werden.
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Weiterhin deutete die hohere Expression von CCND/ in metastasierten Tumoren und von
FZDI in lokal weiter ausgedehnten Tumoren auf eine erhohte Aktivitit des Wnt-Signalwegs
in diesen Tumoren hin, was auch mit einer erhohten Zahl von potenziellen
Tumorstammzellen vereinbar wire. Auch die tumorstammzellassoziierten Transkriptions-
faktoren POUSF1 und NANOG waren in Tumoren mit groBBerer lokaler Ausdehnung nach der
Chemotherapie stirker exprimiert. Nicht unmittelbar mit der Hypothese vereinbar war die
positive  Assoziation des potenziellen Stammzellmarkers OLFM4, des Wnt-
Transkriptionsfaktors CTNNBI und des Resistenzvermittlers 4BCG2 mit einem besseren
Uberleben der Patienten. Auch der (Tumor-) Stammzellmarker LGRS war entgegen der
vorgeschlagenen Hypothese mit einer geringeren Tumorausdehnung und negativem
Metastasenstatus assoziiert, obwohl diese Faktoren eher fiir eine bessere Prognose sprechen.
Andererseits wurde in Resektaten mit TRG2 ein signifikanter Anstieg der LGRS5-
Genexpression verzeichnet, was fiir eine Anreicherung von potentiellen Tumorstammzellen

spricht.

Aufgrund der Assoziation der NOTCH2-Expression in den residualen Tumorzellen mit einem
schlechteren Uberleben der Patienten war NOTCH2 von besonderem Interesse. Die
vergleichenden Expressionsanalysen ergaben zudem, dass die NOTCH2-Expression in den
Resektaten signifikant erhoht war, was flir eine Anreicherung chemotherapieresistenter,
NOTCH?2-exprimierender Zellen spricht. Eine &hnliche Untersuchung an neoadjuvant
behandelten Brustkrebsproben ergab eine ,,Anreicherung des Notch-Signalwegs® in nicht-

@2)

basaldhnlichen Tumoren im Vergleich mit den pritherapeutischen Biopsien n

gemcitabinresistenten Pankreaskarzinomzelllinien wurde ebenfalls ein Anstieg der Notch2-

Proteinexpression gemessen >,

Der Notch-Signalweg wird daher als potenzielle
therapeutische Zielstruktur angesehen. Dass sich die Bedeutung des Notch-Signalwegs dabei
nicht nur auf die Chemoresistenzvermittlung beschrinkt, untermauert eine Arbeit von
Wang et al. (2010) an Glioblastomen und Glioblastomzelllinien. Diese zeigte zum einen, dass
CD133-positive, potenzielle Tumorstammzellen zu endothelialen Zellen differenzieren
konnen, um die Tumorvaskularisierung voranzutreiben, zum anderen konnte dieser Prozess
durch Notch-Inhibition gehemmt werden ©". Ein wichtiger Aspekt in diesem Zusammenhang
ist jedoch, dass die verschiedenen Rezeptorparaloge unterschiedliche Funktionen im Tumor
wahrnehmen konnten. In den hier untersuchten Resektaten war die Expression von NOTCH1
gegeniiber den zugehorigen prétherapeutischen Biopsien erniedrigt. Der gleichen
Argumentation folgend spricht dies fiir eine erhdhte Chemosensitivitit von NOTCHI-
exprimierenden Tumorzellen und gegen die Eignung von NOTCHI als Tumorstammzell-
marker. Somit verhalten sich die beiden Rezeptorparaloge unter der Chemotherapie

unterschiedlich. Sollte die Inhibition des Notch-Signalwegs als therapeutische Option genutzt
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werden, muss dieser Aspekt beriicksichtigt werden. Besonders der Einsatz von y-Sekretase-
Inhibitoren (GSI) in der Tumortherapie konnte dadurch behindert werden. GSI sind aufgrund
threr Erforschung als Alzheimertherapeutikum gut charakterisiert, jedoch wirken sie
undifferenziert auf die Aktivitit aller Notch-Paraloge “**. Da aber divergente Funktionen der
Rezeptorparaloge auch auf Grund der hier vorliegenden Daten anzunehmen sind, ist es notig
spezifischere Inhibitoren zu entwickeln, wie zum Beispiel paralogspezifische Antikérper (2%,
Interessanterweise zeigten auch das Notch-Zielgen HESI sowie der Ligand JAGI eine
dhnliche Expressionsverdanderung wie NOTCHI, was fiir eine geringere Aktivitit des
Signalwegs nach der Chemotherapie spricht. Allerdings gibt es eine Vielzahl von Notch-

Liganden und -Zielgenen 229

, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass andere Komponenten
des Signalwegs im Zusammenhang mit der vermehrten NOTCH?2-Expression stirker aktiviert

werden.

Der Transkriptionsfaktor POUSF1 wird als Regulator der Pluripotenz von Stammzellen
angesehen und wird fast ausschlieflich in Stammzellen wihrend der Entwicklung
exprimiert ©“*"*?_ Auch fiir den Erhalt des Tumorstammzellphdnotyps wird POUSF1 eine
Funktion zugeschrieben >?. Dabei scheint die exakte Regulation der POUSFI-Gen-
expression unter der Kontrolle von POUSF1 selbst und SOX2 eine entscheidende Rolle zu
spielen, da in embryonalen Stammzellen eine Verringerung der POUS5FI-Genexpression eine
trophoektodermale Differenzierung einleitet, wihrend eine Expressionserh6hung zu einer
endodermalen/mesodermalen Differenzierung fiihrt ©2 In den hier untersuchten Proben
zeigte sich eine deutliche Erh6hung der POUSF I-Genexpression in den posttherapeutischen
Resektaten. Dies konnte auf eine Anreicherung von POUSF-exprimierenden, potenziellen
Tumorstammzellen hindeuten. Fiir eine Bestitigung dieser Annahme wéren immun-
histochemische Untersuchungen notig, mit deren Hilfe eine Anreicherung von POUSF1-
exprimierenden Zellen von einer Expressionsinduktion abgegrenzt werden konnte. Unterstiitzt
wird diese Sichtweise durch die bereits erwdhnte Studie von Tsuchida et al. (2008), die in
Osteosarkom-, Neuroblastom- und Rhabdomyosarkom-Zelllinien feststellten, dass POUSFI-
exprimierenden SP-Zellen durch eine Cisplatin-Behandlung angereichert werden. Diese

wiesen eine erhdhte Tumorigenitit auf, auch gegeniiber unbehandelten SP-Zellen 3.

Die Expression von FOXD3 war in den hier untersuchten Proben mit der Expression von
POUSF1, SOX2, LIN28 und NANOG korreliert. Ahnlich wie POUSF1 scheint FOXD3 eine
wichtige Rolle fiir die Differenzierung embryonaler Stammzellen zu spielen. Diese
exprimieren FOXD3 und sowohl die Erhohung als auch die Erniedrigung der FOXD3-
Genexpression fiihrte zur Differenzierung der pluripotenten Stammzellen “*”. Die Expression
von FOXD3 kann auch durch POUSFI reguliert werden . Beim Magenkarzinom wird
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besonders die epigenetische Herunterregulation der FOXD3-Expression mit Voranschreiten

der H. pylori-assoziierten Karzinogenese in Verbindung gebracht **°.

LGRS5-positive Zellen werden als potenzielle Ursprungszellen fiir gastrointestinale

Tumorerkrankungen angesehen 029

und Magenkarzinome weisen eine erhdhte LGRS-
Genexpression gegeniiber der normalen Schleimhaut auf @'®. Der Vergleich der pri- und
posttherapeutischen Tumorproben in dieser Arbeit zeigte einen signifikanten Anstieg der
LGRS5-Genexpression in Resektaten mit TRG2 gegeniiber den zugehorigen Biopsien. Dies
weist auf eine Anreicherung von LGRS-positiven potenziellen Tumorstammzellen hin und
steht im Einklang mit Untersuchungen an Kolorektalkarzinomen, die bei schlechterem
Ansprechen auf die Chemotherapie eine héhere LGR5-Expression aufwiesen ", Anderer-
seits wurde berichtet, dass Kolonkarzinomzellen als Reaktion auf eine Chemotherapie mit
Irinotecan von einem LGRS-positiven Stammzellphidnotyp zu einem LGRS-negativen
chemoresistenten Phanotyp wechseln und dass dieser Prozess nach dem Ende der Therapie
reversibel ist ©?. Ob es sich hier um eine Anreicherung von LGR35-positiven Zellen nach
einer Chemotherapie oder eine Induktion der Expression handelt, wire durch weiterfithrende

immunhistochemische Untersuchungen zu kléren.

Des Weiteren ist LGRS ein Zielgen des Wnt-Signalwegs und kann diesen iiber einen positiven
Riickkopplungsmechanismus aktivieren ''?. Eine erhohte Aktivitit des Wnt-Signalwegs wird
ebenfalls als Merkmal von (Tumor-) Stammzellen angesehen (199 Von den weiteren hier
untersuchten Wnt-Signalwegskomponenten GSK3B und CTNNBI sowie dem Wnt-Zielgen
CCNDI war die Expression von CTNNBI in Tumoren mit TRG2 nach der Chemotherapie
tendenziell erhdht und die CCNDI-Expression in Tumoren mit TRG3 verringert. Zellkultur-
experimente an Ovarialkarzinomzellen zeigten, dass eine Herunterregulation der CTNNBI-
Expression zu einer erhohten Sensitivitit gegeniiber verschiedenen Chemotherapeutika,
darunter auch Cisplatin, fithrte und gleichzeitig auch die Proliferationsfahigkeit der Zellen
einschrinkte ®?. Dies wiirde sich mit einer Anreicherung von CTNNBI-exprimierenden
Zellen nach der Chemotherapie decken. Andererseits wurde fiir Magenkarzinome, wie oben

bereits erwihnt, eine erhdhte Malignitit bei niedrigerer CTNNBI-Expression beschrieben

Die Aktivitit der GSK3B wurde mit der Wirkung von Zytostatika auf Tumorzellen in
Verbindung gebracht, wobei GSK3B-Inhibitoren oder verstirkte GSK3B-Serin9-
Phosphorylierung (Inaktivierung) zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Cisplatin
fiihrten ***%_ In den hier untersuchten pri- und posttherapeutischen Tumorproben war die
GSK3B-Genexpression durch die Chemotherapie nicht signifikant verdndert, was dafiir
spricht, dass die Zellen unabhdngig von ihrem GSK3B-Expressionsstatus durch die

Chemotherapie betroffen waren. Dies muss kein widerspriichliches Ergebnis sein, da in den
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oben genannten Studien die GSK3B-Aktivitit untersucht wurde, wéhrend hier die
Genexpression betrachtet wurde. Ausgehend von der Expression von GSK3B und CTNNBI
kann nicht notwendigerweise auf deren Aktivitit geschlossen werden. Die verringerte
Genexpression von CCND/ in Tumoren mit TRG3 legt jedoch nahe, dass der Wnt-Signalweg
in den Tumoren mit einem schlechteren Therapieansprechen nach der Chemotherapie
geringer aktiviert ist. In den Tumoren mit TRG2 konnte keine Verdnderung der CCNDI-
Expression festgestellt werden, aber die Signalwegskomponente CTNNBI und das Zielgen
LGR5 waren verstiarkt exprimiert, was fiir eine Aktivierung des Signalwegs spricht.
Zusammengenommen zeichnen diese Ergebnisse ein unklares Bild des Zusammenhangs
zwischen der Chemotherapie und der Aktivierung des Wnt-Signalwegs sowie der Expression

von Wnt-Signalwegskomponenten als Merkmal von Tumorstammzellen.

Die ABCG2-Genexpression war mit einem besseren Uberleben der Patienten assoziiert.
Aufgrund der Eigenschaft von ABCG2 als MDR-Protein wére eine Anreicherung von
ABCG2-exprimierenden Zellen durch die neoadjuvante Chemotherapie zu erwarten gewesen.
In den hier untersuchten Proben konnte jedoch keine signifikante Verdnderung der ABCG2-
Expression durch die Chemotherapie festgestellt werden. Dies steht im Gegensatz zu
Untersuchungen, die eine erhdhte Expression von ABCG2 und anderen MDR-Proteinen nach
neoadjuvanter Chemotherapie von Brustkrebs (236)

Lungenkrebszellen beobachtet haben *”. ABCG2 bestimmt auch den SP-Phinotyp von

und nach Cisplatin-Behandlung von

Magenkarzinomzellen, die als verstirkt tumorinitiilerend und als angereichert mit
Tumorstammzellen beschrieben wurden. Die Expression von ABCG2 scheint jedoch nicht fiir
die Tumorinitiationsfahigkeit von Magenkarzinom-SP-Zellen notwendig zu sein @38),
Demnach muss eine unverdnderte ABCGZ2-Expression nicht im Widerspruch zu einer

Anreicherung von Tumorstammzellen nach der Chemotherapie stehen.

Die DNMTI1-Genexpression war in Tumoren mit TRG2 und TRG3 nach der Chemotherapie
signifikant reduziert. Diese Beobachtung konnte darauf zurilickzufithren sein, dass die
Expression von DNMTI die Tumoren gegeniiber Chemotherapeutika sensibilisiert. Da
DNMT1 bevorzugt in proliferierenden Zellen aktiv ist, konnte die hier gemachte Beobachtung
auch Ausdruck der ,,Spezifitit“ der Chemotherapie fiir teilungsaktive Zellen sein 199 In
embryonalen Stammzellen der Maus wird die Expression von Dnmtl bendtigt um bei der
Differenzierung die Expression von PouS5f1 und Nanog zu unterbinden. Dnmt1 ’ -embryonale
Stammzellen sind zwar in der Lage zu differenzieren, die differenzierten Dnmtl™”-Zellen
exprimieren aber weiterhin in geringem Malle Pou5fl und Nanog und kénnen wieder zu
einem pluripotenten Stammzellphinotyp zuriickkehren **”. Bezogen auf diese Ergebnisse
konnte eine geringere Expression von DNMT1 in den residualen Tumorzellen auch Ausdruck

einer Anreicherung von potenziellen Tumorstammzellen sein. Zudem verhdlt sich die
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Expression von POUSFI in den posttherapeutischen Resektaten entgegengesetzt zu der
DNMTI-Expression.

Zusammenfassend deutete besonders die erhohte Expression von POUSFI, LGRS, CTNNBI
und NOTCH? in den residualen Tumorzellen auf eine Anreicherung chemoresistenter
potenzieller Tumorstammzellen hin. Eher gegen diese Annahme sprach die unverdnderte
Expression von OLFM4 und ABCG2. Die verringerte Expression von NOTCHI, JAGI und
HESI wies vor allem auf eine differenzielle Funktion der Notch-Paraloge in den residualen
Tumorzellen hin, die bei einer darauf ausgerichteten therapeutischen Intervention beachtet
werden muss. Die enge Korrelation der Expression von POUSF1, SOX2, NANOG, LIN2S,
ASCL2 und FOXD3 in den Tumorresektaten mit TRG2 weist darauf hin, dass es

stammzellartige Populationen in den Tumoren geben konnte.

4.3.2 Expressionsanalysen auf Proteinebene
Die Expressionsanalysen auf mRNA-Ebene waren naturgemif3 nicht dazu geeignet zwischen
einer relativen Anreicherung von Zellen mit spezifischem Expressionsmuster durch die
Chemotherapie und einer reaktiven Expression der Gene in allen Zellen zu unterscheiden.
Weiterhin konnte nicht ausgeschlossen werden, dass eine mdglicherweise heterogene
Verteilung der Expression in den Tumoren durch die kleinflachigen Biopsien verfdlscht
wiedergegeben wurde oder dass die analysierten Gene auch in Stromazellen, Lymphozyten

oder Endothelien exprimiert wurden.

Besonders die Verdnderung der NOTCH?2-Expression war aufgrund der prognostischen
Relevanz in primér resezierten und in neoadjuvant chemotherapierten Tumoren interessant, da
eine hohe Expression mit einer schlechteren Prognose assoziiert war und der Notch-
Signalweg somit eine potenzielle Zielstruktur fiir die Behandlung chemoresistenter residualer
Tumorzellen darstellt. Um die oben genannten Fragen der Anreicherung, Heterogenitit und
Tumorspezifitit der NOTCH2-Expression zu kldren wurden immunhistochemische Farbungen
fiir Notch2 durchgefiihrt. Gleichzeitig wurde auch die Proteinexpression von Notchl auf die
gleiche Weise untersucht, da die Signalwege der beiden Rezeptoren therapeutisch bedeutsame

Gemeinsamkeiten aufweisen, die Expression in den Tumoren jedoch divergierte.

Die Firbung fiir Notchl und Notch2 war fast ausschlieBlich auf Tumorzellen beschrinkt.
Stroma, Lymphozyten und Endothelien exprimierten keine erkennbaren Mengen Notch2 oder
Notchl, lediglich Epithelzellen der Magenschleimhaut und des Plattenepithels des Osophagus
wurden teilweise in &hnlicher Stirke wie die Tumorzellen angefarbt. Da fiir die
Expressionsanalysen auf den Ausschluss von nichtneoplastischer Magenschleimhaut und

andere Epithelien geachtet wurde, konnte mit einiger Sicherheit davon ausgegangen werden,
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dass die mRNA-Expressionswerte die Expression der Tumorzellen widerspiegelten. Der
Vergleich der mRNA- und Proteinexpression von Notchl und Notch2 in den 63 Resektaten
mit TRG2 ergab nur fiir Notch1 eine signifikante Korrelation der beiden Expressionsebenen.
Fiir Notch2 konnte keine entsprechende Korrelation festgestellt werden, dennoch zeigte sich
eine Tendenz zu einer schlechteren Prognose bei stiarkerer Notch2-Proteinexpression, dhnlich
der zuvor auf mRNA-Ebene gefundenen Relation. Insgesamt ist die mangelnde Korrelation
zwischen mRNA- und Protein-Expression ein bekanntes Phdnomen, welches im Allgemeinen
auf unterschiedliche Stabilitit und Umsatz der Molekiilklassen zuriickgefiihrt wird 7% und
fiir die Notch-Proteine im Besonderen auch auf die proteolytische Spaltung und den Abbau

des Rezeptors nach der Aktivierung zuriickzufiihren sein kénnte '),

Eine membranstiandige Farbung wurde weder fiir Notchl noch fiir Notch2 gefunden, obwohl
dies die zu erwartende Lokalisation des Rezeptors wire. Fiir eine Detektion der Molekiile
mittels Immunhistochemie ist deren Dichte entscheidend. Der Notch-Signalweg wird durch
Rezeptorinternalisierung reguliert und die Aktivierungsmethode durch proteolytische
Spaltung fiihrt zum einen bei Aktivierung zur Entfernung des Rezeptors von der Membran
und zur lysosomalen Degradation und erfordert zum anderen die Neusynthese, welche im
Zytoplasma/endoplasmatischem Retikulum stattfindet (13 Bei einer dauerhaften Aktivierung
des Signalweges wire demnach der Grofiteil der Notch-Rezeptoren in intrazelluldren
Kompartimenten lokalisiert. In der Literatur finden sich mehrere immunhistochemische

Analysen, die eine vorrangig nukledre und zytoplasmatische Expression von Notchl und

Notch2 zeigen, darunter auch im Magenkarzinom “*", in Melanomen und im
Nichtmelanomhautkrebs “*®, sowie in Plattenepithel- und Adenokarzinomen der Lunge **?
(243)

und der Zervix “’. Die in der letztgenannten Studie verwendeten AntikOrper sind die
gleichen, die auch in dieser Arbeit fiir die immunhistochemischen Analysen eingesetzt

wurden.

Die zytoplasmatische Notch2-Proteinexpression war nur in den neoadjuvant
chemotherapierten Tumoren gegeniiber den zugehdrigen Biopsien signifikant verdndert. In
den primédr resezierten Magenkarzinomen wurden dagegen keine entsprechenden
Expressionsidnderungen festgestellt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die beobachteten
Expressionsunterschiede zufillig durch die Biopsieentnahme bedingt wurden. Anders stellten
sich die Verdnderungen der nukledren Férbung fiir Notch2 dar. Diese konnte nicht als
chemotherapiespezifisch eingestuft werden, da sowohl in den chemotherapierten Tumoren,
als auch in den nichtchemotherapierten Kontrollen eine starke Reduktion der Kernfarbung in
den Resektaten auftrat. Dies konnte auf Unterschiede in der Fixierung zwischen den Biopsien

(244)

und Resektaten im Zusammenhang mit der kurzen Halbwertszeit von Notch-ICD-

(245)

Proteinen beruhen Fir die Notchl-Proteinexpression konnte keine diesbeziigliche
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Aussage getroffen werden, da sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Biopsien

und den Resektaten ergaben.

Dass die zytoplasmatische Notch2-Farbeintensitidt in den chemotherapierten Tumoren anstieg
und nicht der Anteil Notch2-positiver Zellen, sprach gegen eine Anreicherung eines durch die
Notch2-Expression gekennzeichneten Zelltyps und eher fiir eine Induktion oder Verstarkung
der Expression als Reaktion auf die Chemotherapie. Somit konnte zwar nicht sicher davon
ausgegangen werden, dass Notch2-exprimierende Zellen eine per se groflere Resistenz
gegeniiber der Chemotherapie aufwiesen, Notch2 scheint jedoch an der Reaktion der

Tumorzellen auf die Behandlung involviert zu sein.

4.4 Bedeutung von Notchl und Notch?2 fiir die
Chemotherapieresistenz und Tumorstamm-
zelleigenschaften von Magenkarzinomzelllinien

Die Genexpressionsanalysen legten nahe, dass die Expression von NOTCHI und NOTCH?2
durch die Chemotherapie beeinflusst wird. Daher wurden NOTCHI- und NOTCH2-
Knockdown-Zelllinien generiert, um zu TUberpriifen, ob es Hinweise auf funktionelle
Zusammenhdnge zwischen der NOTCHI- und NOTCHZ2-Expression und der Chemo-

sensitivitdt von Magenkarzinomzellen gibt.

Fiir den Knockdown wurde die RNA-Interferenz genutzt. Dieses endogene System der Gen-
expressionskontrolle erkennt doppelstrangige RNA, verarbeitet diese zu small interfering (si)
-RNA und bewirkt eine sequenzspezifische Translationsinhibition, indem die zur siRNA
komplementire mRNA gebunden und degradiert wird. Hier wurde eine lentiviral vermittelte
Transfektion eines short hairpin (sh)-RNA-Konstrukts gewihlt. Diese Methode hat gegeniiber
der direkten Transfektion mit sSiRNA den Vorteil, dass das Konstrukt dauerhaft in die DNA
integriert wird und so langfristige Untersuchungen an den Zellen vorgenommen werden
kénnen (Monate statt Tage) **®. Ein Nachteil der Methode ist, dass durch die Insertion in die
DNA der Zielzellen die Transkription von Genen im Bereich der Insertion gestort werden
kann oder die Effektivitit des Knockdowns beeintrachtigt wird. Die Lokalisation und damit
die transkriptionellen Konsequenzen kénnen bei dem verwendeten System nicht vorhergesagt
werden. Weiterhin kann es Nebeneffekte geben, wenn die siRNA an mehreren mRNAs

binden kann ?*®

. Diesen Aspekten sollte durch die bulk selection mit Puromycin, die
Verwendung validierter Inserts und eine Kontrolltransfektion mit einem nicht spezifischen
Insert begegnet werden. Die bulk selection dient in erster Line der Selektion von transfizierten
Zellen und der Verldngerung der Dauer des Knockdowns. Dabei wird keine klonale Selektion

durchgefiihrt, so dass ein zufdlliges Verteilungsmuster der Insertionsstellen resultiert.
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Dadurch wurde zwar die maximale Knockdown-Effizienz unter Umstinden reduziert, die
Nebenwirkungen durch die Insertion wurden jedoch minimiert. Die Kontrolltransfektion wirkt
als ideale Kontrolle fiir unspezifische Nebenwirkungen, da die Insertion des unspezifischen
shRNA-Konstrukts in die DNA der Kontrollzelllinie ebenfalls zufillig verteilt ist. Die

Konstrukte selbst sind vom Hersteller beziiglich der Spezifitit validiert **7.

Die Effektivitdt des hier durchgefiihrten Knockdowns war mit etwa 50 % Restaktivitdt auf
mRNA-Ebene und etwa 25 bis 30 % Restexpression auf Proteinebene vergleichbar mit
anderen Arbeiten Z7?***) Die reduzierte Expression von NOTCHI oder NOTCH2
interferierte nicht mit vitalen Prozessen, da sich die Knockdown-Zelllinien weder morpho-
logisch, noch in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit von der Kontrollzelllinie unterschieden.
Dies steht im Widerspruch zu Untersuchungen, bei denen der Knockdown von verschiedenen
Komponenten des Notch-Signalwegs, darunter auch NOTCHI und NOTCH?2, in Glioblastom-
zelllinien zu einer signifikanten Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit fiihrte °%.
Andererseits konnte die Knockdown-Effizienz hier zu gering sein oder Glioblastome und

Glioblastomzelllinien sind in besonderem Maf3e von Notch-Signalen abhingig, wie sich durch

eine Anzahl dhnlicher Publikationen andeutet ?%42°1:232),

Die NOTCHI-Knockdown-Zelllinien waren im XTT-Test resistenter gegeniiber Cisplatin und
wurden durch die Behandlung weniger stark in der Koloniebildung gestort als die
Kontrollzelllinie. Das entsprach den in den Tumoren erhobenen mRNA -Expressionsdaten, bei
denen nach Chemotherapie eine verringerte NOTCHI-Expression gemessen wurde. Diese
Reduktion konnte auf die bevorzugte Zerstorung NOTCHI-exprimierender Zellen
zuriickzufithren sein. Im Gegensatz dazu gibt es verschiedene Berichte, die eine erhdhte
Expression oder Aktivierung von Notchl mit einer erhohten Chemoresistenz gegeniiber
Cisplatin und anderen Agenzien in Verbindung bringen ''"!'"#337-23)  Bej Behandlung mit
5-Fluorouracil zeigte sich eine hohere Sensitivitit der NOTCHI-Knockdown-Zelllinien im
Koloniebildungsassay. Ahnliches wurde vor kurzem fiir Plattenepithelkarzinomzellen des
Osophagus gezeigt @3 Liu et al. (2013) zeigten nicht nur eine hohere Resistenz in einer
Notchl-exprimierenden Zelllinie im Vergleich mit einer Notchl-negativen Zelllinie (Protein-
ebene), sondern konnten auch die Notchl-positive Zelllinie durch NOTCH [-Knockdown fiir
5-Fluorouracil sensibilisieren “>». Im XTT-Test wurde dagegen keine signifikante
Verdanderung der Chemosensitivitit gegeniiber 5-Fluorouracil festgestellt. Dies konnte
einerseits an der kiirzeren Inkubationszeit gelegen haben, andererseits flieBen bei den XTT-
Tests durch die Messung der metabolischen Aktivitdt Stressfaktoren stérker in das Ergebnis
ein ®, wihrend im Koloniebildungsassay die Proliferationsfahigkeit der Zellen

ausschlaggebend fiir die Anzahl der Kolonien ist.
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Die entsprechenden Versuche mit NOTCH?2-Knockdown-Zelllinien zeigten, dass diese Zellen
im XTT-Test resistenter gegeniiber der Behandlung mit Cisplatin waren, wéhrend in der
Koloniebildung keine Unterschiede zu den Kontrollzelllinien messbar waren. Gegeniiber
5-Fluorouracil war eine NOTCH2-Knockdown-Zelllinie (N2°*) im Koloniebildungstest
signifikant sensitiver als die Kontrollzelllinie. Fiir die Zelllinie mit dem zweiten Konstrukt
(N295) konnte lediglich ein entsprechender Trend festgestellt werden. Zusammengenommen
sprechen diese Ergebnisse dennoch fiir eine erhdhte Sensitivitit gegeniiber 5-Fluorouracil bei

verringerter NOTCH2-Expression.

Insgesamt ldsst sich ableiten, dass die geringere Expression von NOTCHI oder NOTCH?2 in
der untersuchten Zelllinie in unterschiedlichem Maf3e die Sensitivitéit gegeniiber Cisplatin und
5-Fluorouracil beeinflusst. Eine Studie an 37 Magenkarzinomzelllinien identifizierte zwei
genomische Subtypen, deren spezifische Genexpressionsmuster prognostisch fiir das
Uberleben von Magenkarzinompatienten war. Diese Subgruppen unterschieden sich interes-
santerweise auch hinsichtlich ihrer Sensitivitit gegeniiber 5-Fluorouracil und Cisplatin; die
eine Gruppe war sensitiv fiir 5-Fluorouracil und resistent gegeniiber Cisplatin, bei der anderen
Gruppe waren die Verhiltnisse umgekehrt ®. Dies &hnelt den hier gemachten
Beobachtungen auf Basis einer verdnderten NOTCHI und NOTCH?2-Expression.

Die hier erstellten Resistenzmuster der NOTCHI- und NOTCH2-Knockdown-Zelllinien
spiegeln die in den Tumorproben gemessenen Expressionsverdnderungen nicht vollstindig
wider, bei denen nach der Chemotherapie NOTCH2 erhoht und NOTCHI verringert
exprimiert war. Zum einen wurde hier nur eine Zelllinie untersucht, wodurch die
Inhomogenitidten der Tumoren nicht wiedergegeben wurden, zum anderen beruhten die Zell-
kulturexperimente auf der Behandlung mit den Einzelsubstanzen. Die Behandlung der
untersuchten Patienten erfolgte dagegen mit einer Kombination aus Platin-basierten
Chemotherapeutika und 5-Fluorouracil. Wie die beiden Agenzien gemeinsam auf die
NOTCHI- und NOTCH2-Knockdown-Zelllinien wirken, muss in weiteren Versuchen
untersucht werden. Moglich wére auch, dass der Zeitrahmen der Behandlung die
Bedingungen in vivo nur unzureichend widerspiegelte. Mit 48 h beziehungsweise 5 d waren
die Behandlungszeitrdume in den Zellkulturexperimenten verhdltnisméBig kurz gegeniiber
den Chemotherapiezyklen, denen die Tumoren ausgesetzt waren (circa 6 Wochen je Zyklus,
siche Tab. 1). Um den Einfluss einer Langzeitbehandlung mit Chemotherapeutika auf den
Notch-Signalweg zu untersuchen wiren andere Modelle, wie zum Beispiel resistente
Subzelllinien geeigneter. Eine dritte Mdglichkeit ist, dass die Tumorzellen, wie aus der
immunhistochemischen Analyse der Tumoren ersichtlich wurde, wahrend oder nach der
Chemotherapie die NOTCHI- und NOTCH?2-Expression als Reaktion auf die verdnderten

Bedingungen regulieren. Die NOTCH-Expression als Reaktion auf eine Chemotherapie wére
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also getrennt von einer Wirkung der NOTCH-Expression auf die Chemoresistenz zu
betrachten. Zuletzt ist ein Zellkulturmodell ein hochgradig artifizielles System, das die

Bedingungen in vivo nur unzureichend abbilden kann.

Entsprechend der Ergebnisse der Proliferationsanalysen zeigten sich in der
Zellzyklusverteilung der unbehandelten Knockdown-Zellen keine Unterschiede gegeniiber der
Kontrollzelllinie. Nach 24 h Cisplatinbehandlung verschoben sich die Zellzyklusphasen in
allen Zelllinien, hin zu einem S- und G,/M-Phase-Arrest. Somit ist die Inaktivierung der
Zellzyklus-Kontrollpunkte eventuell kein Resistenzmechanismus der durch Notchl und
Notch2 gesteuert wird. Es kommen aber noch andere Mechanismen wie Apoptoseinhibition,
verbesserte DNA-Reparatur oder Verhinderung der Interaktion zwischen Cisplatin und der
DNA in Frage '’®. Andererseits wurde bereits beschrieben, dass ein NOTCHI-Knockdown zu

£t 256)

einem Gj-Arrest in Pankreaskarzinomzellen fiih , wofiir hier jedoch keine Anhaltspunkte

gefunden wurden.

Um weitere Moglichkeiten zur Untersuchung von Zusammenhingen zwischen der Expression
von NOTCHI und NOTCH?2 und einem moglichen Tumorstammzellphdnotyp zu nutzen,
wurden zwei hiufig verwendete Zellkultursysteme zur Identifikation und Charakterisierung

von Tumorstammzellen gepriift.

SP-Analysen wurden vielfach angewandt um Stammzellen und Tumorstammzellen, auch von
gastrointestinalen Tumoren, zu identifizieren oder zu charakterisieren. Dabei wurde mehrfach
festgestellt, dass die SP-Zellen mit stammzelldhnlichen Zellen angereichert sind oder, im Fall

(56.133-139) ~ Andere Autoren stellen

von Tumor-SP-Zellen, erhohte Tumorigenitit besitzen
jedoch den Nutzen von SP-Zellen als Surrogatmarker fiir (Tumor-) Stammzellen in Frage, da
sie nur geringe Unterschiede zwischen SP- und nicht-SP-Zellen beziiglich der Tumorigenitét

beziehungsweise Koloniebildung feststellen konnten *7%%%

In dieser Arbeit konnten in vier Zelllinien SP-Zellen identifiziert werden (SNU5, MKNI,
MKN28 und MKN45) wihrend in drei weiteren Zelllinien keine SP-Zellen gefunden wurden
(AGS, HS746T, Katolll). Es waren keine signifikanten Unterschiede in der
Wachstumsgeschwindigkeit und der Resistenz gegeniiber Cisplatin zwischen den SP-Zellen
und den nicht-SP-Zellen feststellbar. Einzig die leicht erhohte Koloniebildungs-Effizienz der
SP-Zellen sowie die Anreicherung von SP-Zellen nach Cisplatinbehandlung deuteten einen

Unterschied im Sinne einer erh6hten Tumorinitiationsfahigkeit und Chemoresistenz an.

Die reproduzierbare Nutzbarkeit dieser Methode hingt von vielen technischen Aspekten ab.
Einerseits ist der Anteil der SP-Zellen von der eingesetzten Hoechst33342-Konzentration

abhingig und daher eine moglichst hohe Konzentration fiir eine stringente Selektion zu

(173,260)

wéhlen , andererseits konnten nur mit geringeren Konzentrationen ausreichende
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Zellzahlen fir nachfolgende Analysen isoliert werden. Dadurch kam es eventuell zur
Verunreinigung der SP-Population mit nicht-SP-Zellen. Die Wirksamkeit der ABC-

Transporter-Inhibitoren ist nicht immer vollstindig ‘">

und in den hier durchgefiihrten
Untersuchungen musste aufgrund der nachlassenden Wirksamkeit von Verapamil zu
Fumitremorgin C gewechselt werden. Die Eingrenzung der SP-Zellen in den Dichte-
Diagrammen ist zudem ein subjektiver Prozess, da die Ubergiinge flieBend sind und durch die

teilweise geringen SP-Anteile nicht immer klar definierte Punktwolken gebildet werden “®V.

Insgesamt waren die gemessenen Unterschiede hinsichtlich der Tumorstammzell-
eigenschaften zwischen den SP- und nicht-SP-Zellen und die Reproduzierbarkeit der
Experimente zu gering sowie der technische Aufwand zur Isolation ausreichender Zellzahlen

mit hinreichender Qualitét zu gro3 um die SP-Analysen fortzusetzen.

Als weiteres Zellkultursystem zur Charakterisierung von Tumorstammzelleigenschaften
wurde die Bildung von Tumorsphéiroiden aus Magenkarzinomzelllinien untersucht. Da die
Sphéroidbildung in dieser Arbeit genutzt werden sollte um das Tumorinitiationspotential von
Magenkarzinomzellen zu untersuchen, wurde auf mechanische Methoden zur Sphéroid-

(139)

bildung verzichtet und stattdessen die Anzahl der spontan gebildeten Sphéroide unter

nichtadhirenten Zellkulturbedingungen in einem definierten Medium gezzhlt 7%V,

Unter den gewéhlten Bedingungen bildeten MKN28- und MKN45-Zellen spontan Sphéroide.
Auch andere Autoren konnten mit diesen Zelllinien Sphéroide erzeugen (MKN?28,
mechanisch @%?; MKN45, spontan und mechanisch (76’262’263)) Im Gegensatz zu einer
Publikation von Jietal (2008) konnte bei den Katolll-Zellen keine Sphéroidbildung

beobachtet werden, obwohl hier die gleichen Bedingungen eingesetzt wurden (161),

Die Zelllinie MKN28 bildete reproduzierbar Sphéroide und das Verfahren wurde daher fiir
die Charakterisierung der NOTCHI und NOTCH?2-Knockdown-Zelllinien eingesetzt. Hierbei
konnten keine Unterschiede in der Sphéroidbildung der Knockdown-Zelllinien untereinander
sowie im Vergleich mit der Kontrollzelllinie festgestellt werden. Auch unter Cisplatin-
behandlung wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Ausgehend von der
Literatur wire zu erwarten gewesen, dass die Knockdown-Zelllinien eine verringerte
Sphiroidbildung aufweisen miissten. So konnten mehrere Studien zeigen, dass Notch-

Signalweg-Inhibitoren die Bildung von Glioblastom-Neurosphiren @**V sowie die

Sphéroidbildung im duktalen carcinoma in situ der Brust (264)

(265)

, im oralen Plattenepithel-

karzinom und im hepatozelluldren Karzinom %) hemmen. Tchorz et al. (2012) wiesen

eine erhohte Proliferation und Chemoresistenz in Notch2-NICD-iiberexprimierenden Neuro-

h (204)

sphiaren nac . Die Bedeutung des Notch-Signalwegs flir Magenkarzinom-Sphiroide

wurde bisher nur indirekt durch Expression der mikro-RNA (miR)-34 in Zelllinien untersucht.
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MiR-34 ist ein negativer Regulator der NOTCH-Expression und reduzierte die
Sphiroidbildung von Katolll- und MKN45-Zellen '°". Insgesamt lassen diese Studien den
Schluss zu, dass die Inhibition von Notch-Signalen die Sphédroidbildung hemmt. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind dagegen nicht eindeutig, was moglicherweise an
einer unzureichenden Knockdown-Effizienz oder Unterschiede in den Versuchsanordnungen

liegen konnte.

Zusammenfassend deuteten die Untersuchungen an NOTCHI- und NOTCH2-Knockdown-
Zelllinien an, dass die Expression der Notch-Rezeptoren unterschiedliche Auswirkungen auf
die Chemoresistenz von Magenkarzinomzelllinien hat. So fiihrte der NOTCH I-Knockdown zu
einer erhohten 5-Fluorouracil-Sensitivitdt bei erhohter Cisplatin-Resistenz. Der NOTCH2-
Knockdown fithrte zu &hnlichen Sensitivititsdnderungen, jedoch iiberwog die erhohte
Sensitivitdt gegen 5-Fluorouracil im Koloniebildungsassay wihrend im gleichen Assay keine
Verinderung der Cisplatin-Resistenz auftrat. Die Beobachtungen im Tumor wurden durch die
in vitro-Versuche nicht vollstindig widergespiegelten. Als eine mdgliche Ursache kommt die
Verwendung einer einzelnen Zelllinie im Gegensatz zu der Heterogenitit der analysierten
Magenkarzinome in Frage. Weiterhin wurde nur die Wirkung der Einzelsubstanzen
betrachtet. Interessant wire in diesem Zusammenhang die kombinatorische Wirkung von
5-Fluorouracil und Cisplatin, wie sie in der Behandlung der Tumore angewendet wurde, da
sich in den Zellkulturexperimenten gegenteilige Effekte der beiden Substanzen in
Abhingigkeit von der NOTCH-Expression andeuteten. Ebenso wiére die Wirkung der
Zytostatikabehandlung auf die Expression der chemoresistenzassoziierten Gene von Interesse,
um  Aufschluss lber mdgliche Mechanismen der Resistenzentwicklung in
Magenkarzinomzellen zu erhalten. Hierzu wére eine langfristige Behandlung der Zelllinien
mit Cisplatin und/oder 5-Fluorouracil denkbar um eine Selektion resistenter Zelllinien zu
bewirken. Diese konnten dann im direkten Vergleich mit den parentalen Zelllinien analysiert

werden.
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4.5 Fazit und Ausblick

Ein wesentliches Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit ist die Identifikation einer
prognostischen Genexpressionssignatur aus hoher GSK3B-, hoher CTNNBI- und niedriger
NOTCH?2-Expression in Tumorresektaten mit TRG2, die fiir eine gute Prognose steht. Die
prognostische Wertigkeit dieser Signatur wurde durch ihre Anwendbarkeit in einem
unabhingigen, nicht chemotherapierten Patientenkollektiv unterstrichen. Dabei zeigte sich,
dass diese Signatur zumindest teilweise unabhédngig von der Chemotherapie ist und vielmehr

eine generelle prognostische Relevanz haben konnte.

Eine Validierung der Expressionssignatur an weiteren unabhangigen Patientenkollektiven mit
primdr resezierten sowie neoadjuvant behandelten Magenkarzinomen konnte zur Entwicklung
eines ,,Prognosescores® fiihren. Dieser konnte durch eine Risikostratifizierung Therapie-
entscheidungen unterstiitzen, zum Beispiel beziiglich der Gabe einer adjuvanten Chemo-

therapie nach erfolgter Operation.

Die vergleichenden Genexpressionsanalysen zwischen korrespondierenden prid- und post-
therapeutischen Magenkarzinomproben ergaben folgende Hauptaspekte: erstens war die
Expression der Tumorstammzellmarker LGRS und POUSFI in den residualen Tumorzellen
erhoht. Dies wire mit einer Anreicherung von POUSFI- und LGRS5-exprimierenden
potenziellen Tumorstammzellen in residualen Tumoren nach neoadjuvanter Chemotherapie
vereinbar. Durch weiterfiihrende, immunhistochemische Analysen konnte diese Theorie
untermauert werden. Zweitens war die Expression von NOTCHI und NOTCH?2 nach der
Chemotherapie gegensitzlich verdndert, was auf divergierende Funktionen des Notch-

Signalwegs hinwies.

Durch die immunhistochemischen Analysen und die in vitro-Untersuchungen zeigte sich, dass
die Notch2-Proteinexpression in den Tumoren chemotherapieassoziiert erhéht war und dass
die NOTCHI- und NOTCH?2-Genexpression die Chemoresistenz von Magenkarzinomzellen
beeinflusste. Die genaue Kenntnis der zugrunde liegenden Wechselwirkungen zwischen der
Chemotherapie und dem Notch-Signalweg konnte neue therapeutische Angriffspunkte in der
Behandlung von lokal fortgeschrittenen Magenkarzinomen aufzeigen. Hierzu sind weitere
funktionelle Analysen, zum Beispiel mit einem geeigneten Chemoresistenz-Zellkulturmodell
notig. Besonderes Augenmerk sollte dabei auf den mdglicherweise divergierenden

Funktionen der Notch-Signalwegkomponenten liegen.
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Anhang

Tab. Al: Liste der in der Screening-Analyse untersuchten Gene mit kurzer Beschreibung der
jeweiligen Funktion in Bezug auf Tumorstammzellen und/oder Relevanz fiir das
Magenkarzinom

Gen Funktion / Assoziation mit Tumorstammzellen Referenzen '

CHDI Aufrechterhaltung des Stammzellphinotyps, erhilt offene 267)
Chromatinstruktur in embryonalen Stammzellen

KLF4 Aufrechterhaltung des Stammzellphidnotyps, Regulation von (60,268)
Differenzierung und Proliferation

NANOG Aufrechterhaltung des Stammzellphinotyps von embryonalen Stammzellen ¢

POUSF1 Aufrechterhaltung des Stammzellphidnotyps G,

SOX2 Aufrechterhaltung des Stammzellphinotyps G,

BMII Reguliert Teilungssymmetrie von hdmatopoetischen Stammzellen, (99,260,270
kennzeichnet Stammzellreserve in intestinalen Epithelien

PROM1 Potentieller Tumorstammzellmarker (Glioblastom, Kolonkarzinom und (80.271)

(CD133) andere)

CD24 Potentieller negativer Tumorstammzellmarker fiir Brustkrebs (niedrige 85)
Expression in Kombination mit CD44)

CD44 Potentieller Tumorstammzellmarker fiir Brustkrebs (in Kombination mit ®5)
niedriger CD4-Expression)

ATXNI1 Regulation des Notch-Signaling: Repressor 22)

CTNNBI Wnt Signalweg Transkriptionsfaktor, Regulation von (100,101,269)
Stammezelleigenschaften

DKK3 Whnt Signalweg Inhibitor, involviert in Tumordifferenzierung und (108)
Angiogenese

FZDI Whnt-Signalweg-Rezeptor, Regulation von Stammzellproliferation, (106,107,269)
Chemoresistenzassoziiert

ASCL2 Whnt-Zielgen, reguliert intestinale Stamzellen (i

LGR4 Whnt-Zielgen, nah verwandt mit LGRS, aktiviert Wnt-Signalweg G2

LGRS Whnt-Zielgen, Biomarker fiir gastrointestinale Stammzellen, aktiviert Wnt- (11,112)
Signalweg

OLFM4 Whnt-Zielgen, Biomarker fiir Differenzierung in Magenkarzinomen, (201,273)
Biomarker fiir intestinale Stammzellen

IHH Hedgehog-Signalweg: Ligand (104,269)

PTCHI Hedgehog-Signalweg: Rezeptor (104,269)

SHH Hedgehog-Signalweg: Ligand (104,269)

SMO Hedgehog-Signalweg: Signaltransduktor (104,269)

GLII Hedgehog-Signalweg: Transkriptionsfaktor (Aktivator) (104,269)

NOTCHI1 Notch-Signalweg-Rezeptor und Transkriptionsfaktor (102,269)

NOTCH? Notch-Signalweg-Rezeptor und Transkriptionsfaktor (102,269)

AXIN1 Wnt Signalweg Regulator, Teil des B-Catenin-Zerstorungskomplexes (100)

CCND1 Wnt-Zielgen, Zellzyklusregulator, Onkogen )

MYC Wnt-Zielgen, Aufrechterhaltung des Stammzellphdnotyps, Onkogen (60)

FOXD3 Beteiligt an Differenzierung und embryonaler Entwicklung, epigenetische (229)
Repression korreliert mit fortschreitendem Magenkarzinom

SFRPI Loslicher Wnt-Rezeptor: kompetetiver Antagonist von FZD, Hedgehog- (104)
Zielgen

(61)

LIN28 Aufrechterhaltung des Stammzellphénotyps von embryonalen Stammzellen
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Gen Funktion / Assoziation mit Tumorstammzellen Referenzen '

CD34 Héamatopoetischer Differenzierungsmarker: Erhohte Expression in
Magenkarzinomgeféafen, potentieller himatoonkologischer (89,0)
Stammzellmarker

CcDX2 Intestinaler Differenzierungsmarker, wird bei intestinaler Metaplasie des @74)
Magens verstéirkt exprimiert

GADD45A Beteiligt an zelluldrer DNA-Schaden- und Stressantwort, pradiktiver (275,276)
Marker fiir Chemotherapieresistenz im Magen

DNMT3A Epigenetische Genexpressionsrepression, reguliert himatopoetische @77
Stammzelldifferenzierung

DNMT3B Epigenetische Genexpressionsrepression, korreliert mit Prognose im @78)
Pankreas Karzinom

ABCBI1 Vermittelt Chemoresistenz durch Cytostatika-Export Z2)

ABCG?2 Vermittelt Chemoresistenz durch Cytostatika-Export (0

ALDHI1AI Potentieller Tumorstammzellmarker (£26)

GSK3B Multifunktionale Kinase, Teil des B-Catenin-Zerstdrungskomplexes, (100,280)
tumorfordernde und tumorsuppressive Funktionen

MKI67 Proliferationsmarker 8D

DNMTI1 Epigenetische Genexpressionsrepression, pradiktiver Biomarker im (158)
Magenkarzinom

CDHI Zelladhasionsmolekiil, Expressionsverlust haufig bei diffusem (19,.21)
Magenkarzinom

HDAC2 Chromosomen- und Chromatin-Modulator, Apoptoseregulation (282)

HDAC1 Chromosomen- und Chromatin-Modulator, Proliferations- und (282,283)

Differenzierungsregulation

! Referenzen beziehen sich auf das Literaturverzeichnis (Abschnitt 5)



Anhang

149

Tab. A2: ARn-Grenzwerte fiir die C-Wert-Bestimmung mit TagMan® Low Density Arrays

Gen Detektor ARn-Grenzwert '
CHDI CHD1-Hs00154405 ml 0,4759771
KLF4 KLF4-Hs00358836 ml 0,32243829
NANOG NANOG-Hs02387400 gl 0,22953704
POUSFI POUS5F1-Hs00999632 gl 0,43437833
SOX2 SOX2-Hs01053049 sl 0,63744203
BMI1 BMI1-Hs00180411 ml 0,33204004
PROMI1 (CD133) PROM1-Hs01009257 ml 0,31912617
CD24 CD24-Hs02379687 sl 0,41728907
CD44 CD44-Hs01075861 ml 0,58530845
ATXNI1 ATXNI1-Hs00165656 ml 0,23149513
CTNNBI1 CTNNB1-Hs00355045 ml 0,42004227
DKK3 DKK3-Hs00247426 ml 0,41877615
FZDI1 FZD1-Hs00268943 s1 0,2373933
ASCL2 ASCL2-Hs00270888 sl 0,21544323
LGR4 LGR4-Hs00173908 ml 0,43425732
LGRS LGR5-Hs00173664 ml 0,30410135
OLFM4 OLFM4-Hs00197437 ml 0,34526832
IHH IHH-Hs01081801 ml 0,16892519
PTCHI PTCH1-Hs00970979 ml 0,40691231
SHH SHH-Hs00179843 ml 0,16267449
SMO SMO-Hs01090242 ml 0,34318449
GLI1 GLI1-Hs00171790 ml 0,38017543
NOTCH1 NOTCH1-Hs01062014 m1 0,34574907
NOTCH? NOTCH2-Hs01050719 _ml 0,23355116
AXIN1 AXINI-Hs00394718 ml 0,42807922
CCNDI CCND1-Hs00765553 ml 0,38947503
MYC MYC-Hs00905030 m1 0,436347
FOXD3 FOXD3-Hs00255287 sl 0,3385598
SFRPI SFRP1-Hs00610060 ml 0,30410135
LIN28 LIN28-Hs00702808 sl 0,57064532
CD34 CD34-Hs02576480_m1 0,409152
CDX2 CDX2-Hs01078080_ml 0,423962
GADD45A4 GADD45A-Hs00169255 ml 0,37401249
DNMT3A DNMT3A-Hs01027166_ml 0,31887805
DNMT3B DNMT3B-Hs00171876_ml 0,483561
ABCBI1 ABCBI1-Hs00184500 ml 0,64202325
ABCG2 ABCG2-Hs01053790 ml 0,35508
ALDHIA] ALDHI1A1-Hs00946916_ml 0,5962673
GSK3B GSK3B-Hs00275656 ml 0,48248642
MKI67 MKI67-Hs01032443 ml 0,25532307
DNMTI DNMT1-Hs00154749 ml 0,35933311
CDHI CDH1-Hs01013953 ml 0,28038007
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Gen Detektor ARn-Grenzwert '
HDAC2 HDAC2-Hs00231032_ml 0,306689

HDACI HDACI1-Hs00606262 g1 0,28083509

JAGI JAG1-Hs01070032_ml 0,284787

HES1 HESI1-Hs00172878 ml 0,236528

GAPDH GAPDH-Hs99999905 ml 0,28052432

IPOS IPO8-Hs00183533 ml 0,42385511
POLR2A POLR2A-Hs00172187 ml 0,39708105

UBC UBC-Hs00824723 ml 0,70418223

' ARn ist der Basislinien-korrigierte Quotient aus den Fluoreszenzen des Detektors und der passiven Referenz.
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Tab. A3: Optimale Grenzwerte der Genexpression bezogen auf das Gesamtiiberleben der Patienten
mit TRG2-Tumoren sowie zugehorige p-Werte des konditionellen Inferenztests. Zur
Veranschaulichung sind auch die aufgrund der multiplen Testung invaliden p-Werte der
Log-Rang-Statistik aufgefiihrt.

Gen GW n<GW n>GW p (KIT) p (LR)
ABCBI1 0,305 7 56 0,247 0,144
ABCG2 4,24 54 9 0,051 0,026
ALDHI1A1 1,034 16 47 0,842 0,096
ASCL2 0,21 9 54 0,765 0,159
ATXNI 1,363 39 24 0,554 0,151
AXINI 0,884 35 28 0,544 0,094
BMI1 0,181 11 52 0,793 0,062
CCNDI1 1,24 50 13 0,220 0,019
CD24 0,154 8 55 0,992 0,686
CD34 1,572 53 10 0,412 0,342
CD44 0,079 9 54 0,610 0,130
CDH1 2,247 36 27 0,224 0,093
CDX2 3,41 48 15 0,153 0,072
CHDI 2,743 49 14 0,104 0,056
CTNNBI 0,9 15 48 0,043 0,000
DKK3 1,581 53 10 0,770 0,118
DNMTI 1,299 53 10 0,041 0,005
DNMT3A 1,416 30 33 0,977 0,009
DNMT3B 0,349 7 56 0,836 0,085
FOXD3 0,239 7 56 0,715 0,287
FZD1 1,59 51 12 0,897 0,469
GADD45A4 0,209 8 55 0,488 0,215
GAPDH 0,597 16 47 0,759 0,368
GLI1 1,688 42 21 0,920 0,294
GSK3B 1,119 40 23 0,006 0,007
HDACI 0,439 42 21 0,773 0,042
HDAC2 0,484 11 52 0,954 0,219
IHH 1,016 19 44 0,865 0,210
KLF4 1,872 24 39 0,559 0,278
LGR4 1,027 39 24 0,879 0,085
LGRS 0,476 29 34 0,888 0,118
LIN28 0,402 20 43 0,683 0,051
MKI67 1,532 52 11 0,340 0,193
MYC 2,449 42 21 0,765 0,050
NANOG 1,15 49 14 0,463 0,149
NOTCH1 0,696 46 17 0,109 0,224
NOTCH?2 0,553 31 32 0,071 0,012
OLFM4 14,69 53 10 0,055 0,038
POUSFI1 0,897 48 15 0,575 0,000

PROM1 0,096 23 40 0,540 0,288
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Gen GW n<GW n>GW p (KIT) p (LR)
PTCHI1 1,155 12 51 0,524 0,033
SFRPI1 12,81 53 10 0,693 0,730
SHH 2,872 55 8 0,822 0,164
SMO 1,884 49 14 0,432 0,125
S0X2 0,45 8 55 0,885 0,210

GW: Grenzwert, KIT: konditionaler Inferenztest, LR: Log Rank
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