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1. Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist mit einer Inzidenz von ca. 37 000 fiir Ménner und ca. 36 000 fiir
Frauen pro Jahr und einer Mortalitétsrate von ca. 30 000 pro Jahr in Deutschland einer der héu-
figsten malignen Tumoren [1]. Méanner erkranken im Mittel mit 69, Frauen mit 75 Jahren. Das
kolorektale Karzinom ist dariiber hinaus sowohl fiir Frauen, als auch fiir Manner die zweithiu-
figste Krebstodesursache. Die geschitzten Erkrankungsraten von Méannern und Frauen bleiben
nach einem seit 1980 zunehmenden Trend in den letzten 10 Jahren nahezu unveridndert. Im Ge-
gensatz zur Entwicklung der Inzidenz nehmen die Sterberaten an kolorektalem Karzinom fiir
beide Geschlechter ab [2]. Im internationalen Vergleich findet man die hochsten Inzidenzraten in
Europa, Nordamerika und Australien. Die niedrigsten Erkrankungsraten werden in Afrika, Asien
und Lateinamerika festgestellt [3]. Unter den EU- Landern liegt die hochste Inzidenz fiir Ménner
in Polen und Frankreich, fiir Frauen in Luxemburg und Belgien. VerhéltnisméBig niedrige Er-
krankungsraten finden sich in Griechenland, Finnland, Spanien und der Schweiz. Die Inzidenz in

Deutschland liegt im mittleren Drittel [2].

1.1.2 Atiologie

Fiir die tiberwiegende Anzahl der kolorektalen Karzinome sind eine Kombination von Umwelt-
einfliissen, mit dadurch bedingten genetischen Alterationen auf molekularbiologischer Ebene,
und ein individuelles Risiko aufgrund einer genetischen Priadisposition ursdchlich. 80% der kolo-
rektalen Karzinome treten sporadisch auf. Fiir etwa 20% der Fille ist eine familidre Haufung
beim Auftreten des Tumors nachzuweisen. Diese ldsst entweder auf eine genetische Ursache
oder eine gemeinsame Exposition der Familienangehodrigen beziiglich externer Risikofaktoren

oder auf eine Kombination von beiden schlie3en [4].

1.1.2.1 Erndhrungsfaktoren

Eine erh6hte Menge von Fett in der Nahrung ist ein moglicher Risikofaktor fiir das kolorektale
Karzinom. Eine ballaststoffreiche und vitaminreiche Erndhrung, sowie die erhohte Zufuhr von
Obst und Gemiise ist mit einer reduzierten Haufigkeit von Kolonadenomen/-karzinomen assozi-

iert. Adipositas gilt als Risikofaktor fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms [5,6].



1.1.2.2 Genetische Faktoren

Personen, die aufgrund einer besonderen Pradisposition ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung
eines kolorektalen Karzinoms im Vergleich mit der Normalbevdlkerung aufweisen, gehoren in
der Regel zu einer definierten Risikogruppe.

Beim sporadischen kolorektalem Karzinom mit positiver Familienanamnese ist fiir Verwandte
ersten Grades das mittlere Risiko 2- bis 3fach erhoht. Eine weitere, 3- bis 4fache Risikosteige-
rung besteht, wenn bei dem Indexpatienten das kolorektale Karzinom vor dem 60. Lebensjahr
aufgetreten ist [7,8]. Verwandte zweiten Grades haben ein leicht erhohtes Karzinomrisiko
(1,5fach) [7]. Verwandte dritten Grades zeigten bisher kein erhohtes Karzinomrisiko [2]. Heredi-
tire kolorektale Karzinome sind selten (weniger als 5% aller kolorektalen Karzinome). Die Dia-
gnose hat erhebliche Konsequenzen fiir die Patienten und ihre Verwandten. Die Syndrome und

das Risiko fiir ein Auftreten eines kolorektalen Karzinoms sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Syndrom Kurz Syndrom Genet. Defekt Risiko
FAP Familidare Adenomatdése Polyposis Defekt des APC Gens auf 5q21-q22 100%
Mutation APC-Gen und MUTHY-
AAPC Attenuierte Familidare Adenomatose Polyposis Gen ca. 80%
MAP MUTHY Assoziierte Polyposis Mutation des MUTHY Gens ca. 60-80%
HNPCC Hereditary Non-Polyposis Coli Carcinoma Defekt DNA Reparatur System, MSI ca. 60-80%
PJS Peutz-Jeghers-Syndrom Mutation STK11/LKB1 auf 19p13.3 ca. 40%
FJP Familidre Juvenile Polyposis Coli Mutation MADH4-Gen ca. 17-68%
HMPS Hereditary-Mixed-Polyposis Syndrome nicht identifiziert erhoht
HPCS Hyperplastic Polyposis Coli Syndrome nicht identifiziert erhoht

Tab. 1: Ubersicht von mit kolorektalem Karzinom assoziierten Syndromen, des genetischen Defektes und des Le-

benszeiterkrankungsrisikos.

1.1.2.3 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen steht besonders die Colitis Ulce-
rosa im Vordergrund. Patienten mit Colitis Ulcerosa weisen ein erhdhtes Risiko fiir ein kolorek-
tales Karzinom auf. In einer Metaanalyse betrug das kumulative Karzinomrisiko bei Pancolitis
2% nach 10 Jahren, 9% nach 20 Jahren und 18% nach 30 Jahren [9]. Beim Morbus Crohn ist
ebenfalls von einem erhohten kolorektalen Karzinomrisiko auszugehen. Dieses ist jedoch im
Vergleich zur Colitis Ulcerosa noch unzureichend charakterisiert. Moglicherweise aber geringer.

Beim Morbus Crohn besteht ein erhdhtes Diinndarmkarzinomrisiko [2].



1.1.3 Pathogenese

Kolorektale Karzinome entstehen aus Epitheldysplasien. 90% aller Dysplasien treten in Form
von Adenomen auf. Das kumulative Risiko, dass an der Stelle eines Adenoms ein Karzinom ent-
stehen kann, betrdgt nach einem Beobachtungszeitraum von 5 Jahren 2,5%, nach 10 Jahren 7,5%
und nach 20 Jahren 25% [10]. Die Tumorprogression vom Normalgewebe iiber das Adenom
zum Karzinom wird verursacht durch eine Akkumulation verschiedener genetischer Verdnde-
rungen. Dabei handelt es sich um Aktivierungen von Onkogenen und/oder Inaktivierungen von
Tumorsuppressorgenen. Ist eine kritische Gesamtzahl an genetischen Verdnderungen eingetre-
ten, kann das anfangs noch kontrollierte Wachstumsverhalten in ein unkontrolliertes malignes
Wachstum iibergehen. Abbildung 1 zeigt schematisch genetische Verdnderungen, die zur Entste-

hung eines sporadischen kolorektalen Karzinoms fithren kdnnen.

normales hyperproliferatives Adenom Karzinom

Kolongewebe _ Epithel
Methylierungs-  Inaktivierung K-ras  Deletionen/  p53 Akkumulation weiterer
abnormalitaten von APC Mutation Allelverluste Deletion genetischer Veranderunger
Abb. 1: Modell der Karzinogenese (modifiziertes Modell nach Vogelstein et al.) [11]. Darstellung der

molekularbiologischen Mechanismen beim Kolonkarzinom.

1.1.4 Lokalisation

Die kolorektalen Karzinome verteilen sich im Kolon auf das Sigmoideum (35%), Coecum
(22%), Kolon ascendens (12 %), Kolon transversum (10%) und Kolon descendens (7%). Von
den Karzinomen entfallen 69% auf das Kolon und 31% auf das Rektum [12]. Innerhalb der letz-
ten 40 Jahre wurde eine Verdnderung der Verteilung zugunsten proximaler Lokalisationen beo-
bachtet (shift to the right) [13]. Dies ldsst sich unter anderem auf die gestiegene Vorsorgeunter-

suchungsrate zuriickfiihren [1,2].

1.1.5 Klassifikation

Fiir die Therapieplanung und die Prognose sind die Klassifikation nach dem TNM-System, die
Stadieneinteilung der UICC (Union internationale contre le cancer) (UICC Atlas 2009) und eine
Einschitzung der Resektion anhand der R-Klassifikation nétig. Fiir die Festlegung der N-



Kategorie gilt, dass die Zahl der untersuchten und die Zahl der befallenen Lymphknoten angege-
ben werden soll. Ein NO-Stadium soll nur dann diagnostiziert werden, wenn mindestens 12
Lymphknoten untersucht und als tumorfrei befundet wurden. Bei weniger als 12 tumorfreien
Lymphknoten muss die N-Kategorie mit NX angegeben werden [13]. Die TNM-Klassifikation
und die UICC Stadieneinteilung sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.

T-Kategorien Primartumor

TO Kein Anhalt fuir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikolisches Gewebe
T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder perforiert das viszerale Peritoneum
T4a Tumor perforiert das viszerale Peritoneum

T4b Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

N-Kategorien Regiondre Lymphknoten

NO Kein Anhalt fiir Befall regionarer Lymphknoten

N1 Metastasen in 1 bis 3 regiondren Lymphknoten

Nla Metastase in 1 regiondren Lymphknoten

N1b Metastase in 2-3 regiondren Lymphknoten

Nilc Tumorknoétchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa ohne regiondre Lymphknotenmetastasen
N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

N2a Metastasen in 4 - 6 regionaren Lymphknoten

N2b Metastasen in 7 oder mehr regiondren Lymphknoten

NX Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

M-Kategorien Fernmetastasen

MO Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Mila Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge, Ovar, nicht regiondre Lymphknoten)

M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Tab. 2: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (2009)



UICC-Stadium T-Kategorie N-Kategorie M-Kategorie

0 Tis NO MO
| T1,T2 NO MO
1A T3 NO MO
11B T4a NO MO
IIc T4b NO MO
11} jedes T N1-2 MO
1A T1,T2 N1la MO
Tl N2a MO
1B T3, T4a N1 MO
T2,T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
e T4a N2a MO
T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO
IVA jedes T jedes N M1la
IVB jedes T jedes N M1b

Tab. 3: UICC-Stadieneinteilung (UICC-Atlas 2009)

Die Residualklassifikation der UICC (R-Kategorie) gibt das Fehlen oder Vorhandensein von
nachweisbarem Resttumor nach erfolgter chirurgischer Therapie an. Beurteilungsgrundlage dafiir
sind die histopathologisch begutachteten Resektionsrander des Operationspriparates. Das Fehlen
von nachweisbarem Resttumor wird als R-0-Resektion beschrieben, wiahrend die R-1-Resektion
einen mikroskopisch und die R-2-Resektion einen makroskopisch erfassbaren Residualtumor

kennzeichnet [15].

1.1.6 Prognose des kolorektalen Karzinoms

Die anatomische Ausbreitung stellt fiir das kolorektale Karzinom den wichtigsten prognostischen
Faktor dar. Ist der Tumor noch auf die Darmwand beschrinkt, ist dies ein gilinstiger prognosti-
scher Faktor. Dies ist bei 40% der Kolonkarzinome bei Erstdiagnose der Fall (UICC-Stadium
[:13%, UICC-Stadium II: 27%). Lymphknotenmetastasen (UICC-Stadium III: 32%) oder Fern-
metastasen (UICC-Stadium IV: 28%) bei Erstdiagnose stellen prognostisch ungiinstige Situatio-
nen dar. Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit im Stadium I betréigt 80-100%, im Stadium
IT 60-80%, bei Lymphknotenbefall im Stadium III nur noch 30-60% und bei Vorliegen von
Fernmetastasen weniger als 30% [13]. Die Erfahrung und Sorgfalt des Chirurgen beeinflusst die

Prognose erheblich [17]. Die R-Situation ist bei der Prognose des kolorektalen Karzinoms eben-



falls von entscheidender Bedeutung. Liegt eine R-0 Situation vor, liegt die 5-Jahres- Uberlebens-
rate bei ca. 70%. In einem R-1 / R-2 Stadium liegen die 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen

4,6% und 10,7% [18].

1.1.7 Chirurgische Therapie

Die chirurgisch-onkologische Therapie ist bislang das einzige potenziell kurative Behandlungs-
verfahren des kolorektalen Karzinoms. Das operative Vorgehen umfasst dabei die Resektion des
Primértumors mit ausreichendem Sicherheitsabstand im Gesunden und die En-bloc-Entfernung
des regiondren Lymphabflussgebietes. Da sich der lymphatische Abfluss nach dem Verlauf der
arteriellen GefdBe richtet, ist eine zentrale Ligatur und Durchtrennung der arteriellen Versorgung

ndtig. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber das therapeutische Vorgehen beim Kolonkarzinom.

Lokalisation Empfohlene Therapie Postoperative Situation

Coecalpol Hemikolektomie rechts lleotransversostomie

Colon ascendens Hemikolektomie rechts lleotransversostomie

Karzinom an der rechten Flexur Erweiterte Hemikolektomie rechts lleotransversostomie nahe linker Flexur
Rechtsseitiges Colon transversum Erweiterte Hemikolektomie rechts lleotransversostomie nahe linker Flexur
Linksseitiges Colon transversum Erweiterte Hemikolektomie links Transversorektostomie oder Aszendorektostomie
Karzinom an der linken Flexur Erweiterte Hemikolektomie links Transversorektostomie oder Aszendorektostomie
Colon descendens Hemikolektomie links Transversorektostomie

Colon sigmoideum Hemikolektomie links Transversorektostomie

Tab. 4: Therapeutisches Vorgehen in Abhéngigkeit von der Lokalisation eines Kolonkarzinoms [13].

Die Therapie des Rektumkarzinoms erfordert neben der Resektion des Primédrtumors im Gesun-
den die partielle oder totale Entfernung des regiondren Lymphabflussgebiets im Mesorektum
[16]. Im TINOMO Stadium ist eine kurative Resektion durch lokale MaBnahmen moglich. Die
therapeutische Strategie richtet sich nach dem praoperativ erhobenen Befund der Tumorlokalisa-
tion, der Tiefeninfiltration, der Sphinkterfunktion und des Lymphknotenstatus [1]. Als operative
Moglichkeiten stehen die transanale endoskopische Mikrochirurgie (TEM), die anteriore Rek-
tumresektion mit partieller mesorektaler Exzision (AR), die tiefe anteriore Rektumresektion mit
totaler mesorektaler Exzision (TAR) und die abdominoperineale Rektumextirpation (APR) zur
Verfiigung. Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die therapeutische Strategie nach TNM-

Stadieneinteilung fiir das Rektumkarzinom.



Klinische Situation Empfohlene Therapie
Intraperitonealer Tumor
uT1INOMO TEM, endoskopische Mukosektomie

Extraperitonealer Tumor

uT1INOMO Lokale transanale Exzision

Ohne Sphinkterinfiltration

uT2NOMO TAR

uT3NO/uT1-3N1-2 TAR + adjuvante (Radio-/)Chemo-Therapie

Alternativ Neoadjuvante (Kurzzeit-)Radio-/Chemo-Therapie + TAR
UT4NX Neoadjuvante (Langzeit-)Radio-/Chemo-Therapie + TAR
uTxNxM1 TAR + Metastasenresektion + palliative Chemotherapie

Mit Sphinkterinfiltration
Alle Stadien (auRer uTINOMO) APR t adjuvante/palliative (Radio-/)Chemo-Therapie

Alternativ Neoadjuvante (Langzeit-)Radio-/Chemo-Therapie + APR

Tab. 5: Therapeutisches Vorgehen bei Rektumkarzinom [14].

1.1.8 Adjuvante-, neoadjuvante- und palliative Therapie

Voraussetzung fiir eine adjuvante Therapie ist die RO-Resektion des Primértumors. Die Indikati-
on zur adjuvanten Therapie wird anhand der UICC-Stadieneinteilung vorgenommen [1]. Beim
Rektumkarzinom wird stadienabhéngig (UICC) die Indikation zur neoadjuvanten Therapie vor
Resektion gestellt [1]. Beim metastasierten kolorektalen Karzinom ist neben der Moglichkeit
einer operativen Therapie bei resektablen Metastasen eine systemische Therapie grundsitzlich
indiziert. Ein Uberlebensvorteil konnte in Studien nachgewiesen werden [21]. Die Auswahl des
Verfahrens sollte sich nach dem Therapieziel z. B. Tumorremission mit dem Ziel einer sekunda-
ren Resektion oder alleinige Verlingerung des Uberlebensvorteils richten und die Toxizitit der

unterschiedlichen Verfahren mit einbeziehen.

1.1.8.1 Adjuvante Therapie Kolonkarzinom

Im UICC-Stadium I ist fiir das kurativ resezierte Kolonkarzinom keine Indikation fiir eine adju-
vante Therapie gegeben. Im UICC-Stadium II kann eine adjuvante Therapie erfolgen, ist aber
nach den S3-Leitlinien zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms nicht obligat. In Studien und
gepoolten Analysen von Studien bei Patienten mit einem Kolonkarzinom im Stadium II fand sich
kein signifikanter Uberlebensvorteil durch eine postoperative adjuvante Chemotherapie [1]. Ein
Nutzen der adjuvanten Therapie im Stadium II kann jedoch nicht ausgeschlossen werden und
sollte daher dem Patienten als Option dargelegt werden [19]. Im UICC-Stadium III ist eine adju-

vante Therapie indiziert. Randomisierte Studien zeigten einen signifikanten Uberlebensvorteil



fiir Patienten mit reseziertem Karzinom im Stadium III und adjuvanter Chemotherapie [20]. Die
S3 Leitlinien empfehlen fiir das Stadium III eine oxaliplatinhaltige Therapie nach dem FOL-
FOX4 Schema: 5-Fluoruracil (5-FU) + Folinsdure (FS) + Oxaliplatin. Alternativ dazu oder als
Empfehlung fiir die Therapie des Stadiums II kann eine orale Monotherapie mit Fluoropyrimidi-

nen durchgefiihrt werden.

1.1.8.2 Adjuvante- und neoadjuvante Therapie Rektumkarzinom

Im UICC-Stadium I ist weder eine neoadjuvante noch adjuvante Therapie indiziert. Im Stadium
IT und III ist eine neoadjuvante Radio-Chemo-Therapie indiziert und sollte eine 5-FU Monothe-
rapie und/oder eine Kombination mit FS beinhalten [1]. Im UICC-Stadium II und III postopera-
tiv ohne vorhergegangene neoadjuvante Therapie und in allen Stadien nach neoadjuvanter The-
rapie, (einschlieBlich einem postoperativen UICC-Stadium I nach neoadjuvanter Therapie) sollte
eine adjuvante Radio-Chemo-Therapie mit 5-FU oder einer 5-FU/FS Kombination als Che-

motherapeutikum erfolgen.

1.1.9 Monoklonale Antikorper in der Therapie des kolorektalen Karzinoms

Monoklonale Antikdrper kommen in der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms als
neue Moglichkeiten der Ergdnzung von Standardtherapieverfahren bzw. als Alternativen bei
Therapieversagen von Standardprotokollen seit 2004 zum Einsatz. Das Prinzip der Therapie mit
monoklonalen Antikorpern beruht auf der selektiven Bindung mit spezifischen Zelloberfliche-
nepitopen und der Inititerung bzw. der Blockung von Zell-Zell Interaktionen bzw. intrinsischen
Zellfunktionen und damit zur Unterbindung bzw. Abschwichung von Wachstumsvorgingen der
Tumorzellen. Das spezifische Antigen wird fiir die Herstellung des monoklonalen Antikérpers
zunéchst in eine Maus injiziert. Die als Immunantwort entstehenden B-Zellen isoliert und ein B-
Zellklon mit einer Plasmozytomzelle fusioniert. Die dabei entstehende Hygridiomzelle produ-
ziert nun den monoklonalen Antikorper [22]. Je hoher der Anteil der Mausproteine des mo-
noklonalen Antikorpers ist, desto stirker fdllt eine Immunantwort gegen das Therapeutikum
selbst aus und erhoht die Nebenwirkungen der Therapie. Man unterscheidet murine monoklonale
Antikorper, chimire Antikorper (nur der variable Teil des Antikdrpers ist Mausprotein), humani-
sierte Antikorper (nur die Antigenbindungsstelle ist Mausprotein) und humane Antikorper (her-
gestellt in transgenen Mausen) [23]. Fiir die Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms
sind bisher drei monoklonale Antikdrper zugelassen: Cetuximab, Panitumumab und Bevacizu-

mab.



1.1.9.1 Cetuximab

Cetuximab ist ein chimirer monoklonaler Antikorper gegen eine Tyrosinkinase auf der Zellober-
flache, die als Rezeptor fiir einen epidermalen Wachstumsfaktor dient. Dieser EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) ist bei kolorektalem Karzinom in der Zellmembran {iberexprimiert
[24]. Durch die Interaktion von Cetuximab und EGFR wird das Tumorzellwachstums inhibiert,
Angiogenese reduziert, Tumorzellinvasion und Metastasierung gehemmt und Zellapoptose initi-
tert [25]. Cetuximab ist bei der Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms als Erstlini-
entherapie mit Oxaliplatin und als Zweitlinientherapie, in Kombination mit Irinotecan, bei Tu-
morprogress bei vorbestehender irinotecanhaltiger Therapie seit 2004 in Deutschland zugelassen.
Ein signifikanter progressionsfreier Uberlebensvorteil konnte in der BOND-1-Studie gezeigt
werden [26].

1.1.10.2 Panitumumab

Panitumumab ist ein vollstindig humaner monoklonaler Antikorper der an den EGFR bindet. In
einer Phase I1I Studie an Patienten mit einem Therapieversagen auf zytostatische Standardthera-
pie mit 5-FU/FS, Irinotecan und Oxaliplatin konnte gegeniiber der Kontrollgruppe mit Panitu-
mumab eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens erreicht werden [27].
Die Wirksamkeit von Panitumumab war auf Tumore beschrinkt, die ein bestimmtes genetisches
Expressionsprofil aufwiesen (keine k-ras-Mutation [28]. In den USA wurde Panitumumab im
September 2006, in Europa im Dezember 2007 zugelassen. Die Zulassung ist auf Patienten mit
Tumoren beschrinkt, die ein Wildtyp-k-ras-Gen exprimieren und bei denen fluoropyrimidin-,

oxaliplatin- und irinotecanhaltige Chemotherapieregime versagt haben (Drittlinientherapie) [1].

1.1.10.3 Bevacizumab

Bevacizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper der an den VEGF-Rezeptor (Vascu-
lar Endothelial Growth Factor), einen Rezeptor der Angiogenese bindet. VEGF wird in beinahe
50% der kolorektalen Tumoren exprimiert mit im Vergleich nur geringer bis fehlender Expressi-
on in normaler Kolonmukosa und Adenomen [29]. Die Bevacizumab-Interaktion mit dem
VEGF-Rezeptor verhindert die Neubildung von BlutgefdBBen. Die Versorgung des Tumors mit
Sauerstoff ist unterbrochen und das Tumorwachstum wird gehemmt. Bevacizumab ist als Erstli-
nientherapie seit 2005 in Deutschland in Kombination mit 5-FU/FS bzw. 5-FU/FS + Irinotecan
bzw. 5-FU/FS + Oxaliplatin zugelassen. In zahlreichen Studien konnte ein hoch signifikanter
bzw. signifikanter Vorteil fiir das progressionsfreie Uberleben nachgewiesen werden [30,31].

Bevacizumab kann als Zweitlinientherapie mit Oxaliplatin und 5-FU/FS eingesetzt werden. Eine



Monotherapie mit Bevacizumab hat keinen klinischen Stellenwert [32].

1.2 Angio- und Tumorangiogenese

Blutgefdlle entstehen im Rahmen der Embryogenese aus Vorlduferzellen aus denen sich Endo-
thelzellen entwickeln oder im Rahmen der Angiogenese bei der neue Kapillaren aus vorhande-
nen BlutgefdBen entstehen. Eine Angiogenese kommt im normalen physiologischen Rahmen nur
selten vor, z. B. bei der Endometriumproliferation wéhrend des weiblichen Reproduktionszyklus
oder bei der Wundheilung. Im Gegensatz dazu tritt Angiogenese bei vielen pathologischen Zu-
stinden z.B. diabetischer Retinopathie, Arthritis, Arteriosklerose, Psoriasis und Tumorwachstum
auf [33]. Die Angiogenese wird durch unterschiedliche Stimulatoren und Inhibitoren reguliert
und kontrolliert. Eine Auswahl der wichtigsten endogenen Angiogenesestimulatoren und Angio-

geneseinhibitoren zeigt Tabelle 6.

Angiogenesestimulatoren

Fibroblast growth factors (FGF's)

Vascular endothelial growth factors (VEGF-A,B,C,D)
Angiopoietine (Ang-1, Ang-2)

Mickine

Pleiotropine

Platelet derived endothelial cell growth factors
Transforming growth factor (TGF o, B)
Hepatocycle growth factor (HGF)

Platelet derived growth factor (PDGF)
Epidermal growth factor (EGF)

Interleukin 8

Placental growth factor

Granulocyte colony stimulation factor (G-CSF)
Tumor necrosis factor o (TNF a)

Angiogenin

Proliferin

Angiogeneseinhibitoren

Thrombospondin 1 und 2

Interferone a, B, y

Tissue inhibitor of metalloproteinasis (TIMP’s)
Urokinase Receptor Antagonist

Platelet factor 4

Interleukins 1, 4, 12

Interferon gamma inducible protein 10 (IP-10)
Endostatin

Angiostatin

Fragmente von Laminin, Fibronektin

Prolaktin

Tab. 6: Endogene Stimulatoren und Inhibitoren der Angiogenese

1.2.1 Tumorproliferation

Tumorzellen sind aufgrund ihres gesteigerten Metabolismus auf eine erhohte Zufuhr von Sauer-
stoff und Nihrstoffen angewiesen. Ab einer bestimmten GroBe (ca. 1-2 mm’) kann dieser Bedarf
nicht mehr allein durch Diffusion gedeckt werden [34]. Der Tumor ist damit auf die Versorgung
durch das Gefdflsystem angewiesen. Dies kann durch Angiogenese, also durch das Aussprossen
von Kapillaren aus priexistenten Blutgefd3en, aufgrund von angiogenen Stimuli erfolgen [35].

Weitere Moglichkeiten der Anbindung an das GefdBlsystem sind die Vaskulogenese, d.h. die
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Neusynthese von Blutgefilen aus himatogenen Vorlduferzellen [36], das Tumorwachstum im
Verlauf von bereits bestehenden Blutgefdlen [37] oder die Entwicklung von GefaBBnetzwerken
durch Tumorzellen ohne die Beteiligung von Gefidfizellen (vaskuldre Mimikry) [38]. Der Me-
chanismus der Angiogenese lduft nach einer genau definierten Sequenz ab. Uberwiegen proan-
giogenetische Stimuli, aktiviert durch exogene Faktoren wie z. B. Hypoxie im Tumor, metabo-
lisch bedingte Tumorzellapoptose und die kritische Tumormasse [39] oder werden spezifische
Tumoronkogene aktiviert oder Tumorsuppressorgene gehemmt, kommt es zum Umschalten auf
den Angiogenesemechanismus. Dies wird als ,,angiogentischer Switch* bezeichnet [39]. Als
erstes 16sen Metalloproteinasen die extrazelluldre Matrix und die vaskuldre Basalmembran be-
reits vorhandener BlutgefdB3e auf. Endothelzellen wandern aus dem Zellverbund aus und orien-
tieren sich, vergleichbar mit der Neurogenese, in Richtung proangiogenetischer Faktoren, die
von den Tumorzellen sezerniert werden. Die Endothelzellen proliferieren und bilden im Tumor
gefaBdhnliche Strukturen, welche den metabolischen Bedarf der Karzinomzellen decken. Des
Weiteren produzieren die Endothelzellen eine Vielzahl von Wachstumstfaktoren, die ebenfalls

einen stimulierenden Effekt auf die Tumorprogression haben.

1.2.2 Molekulare Mechanismen der Tumorangiogenese

1.2.2.1 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Der Wachstumsfaktor VEGF ist einer der wichtigsten Regulatoren der Angiogenese und Tumo-
rangiogenese. Die Expression von VEGF-A ist bei vielen Tumorentititen hochreguliert z.B.
beim Mammakarzinom [40], beim Adenokarzinom der Lunge [41], beim Nieren- und Blasenkar-
zinom [42], beim Ovarial- und Endometriumkarzinom [43, 44, 45] und beim kolorektalen Karzi-
nom [29]. VEGF-A wird von Tumorzellen sezerniert, tritt in die Blutbahn und bindet an die Re-
zeptoren VEGFR-1, die 16sliche Variante sVEGFR-1 und VEGF-2, der nahezu ausschlief3lich
auf Endothelzellen exprimiert wird. Die Genexpression des VEGF-A durch Tumorzellen wird
durch unterschiedliche Mechanismen verstarkt. Eine zentrale Rolle spielt die Hypoxie und der
durch Hypoxie aktivierte HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor -1). Eine Reihe von Wachstumsfakto-
ren, die wihrend der Tumorprogression sezerniert werden wie EGF, TGF-a, TGF-B etc. aber
auch Interleukine z. B. IL-6, IL-1a triggern die VEGF Expression [46,47]. Die Blockade des

VEGF durch monoklonale Antikérper wird in der Therapie des kolorektalen Karzinoms genutzt.
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1.2.2.2 Das Angiopoietin/Tie System

Als ein zweites System neben dem VEGF/VEGFR mit einer gefaBspezifischen Rezeptor-
Tyrosinkinase wurden die Angiopoietine (Ang) und ihre korrespondierenden Rezeptoren die Tie-
Proteine identifiziert [48]. Die Tie-2 Rezeptoren werden fast ausschlieBlich auf Endothelzellen
exprimiert [49]. Die Aktivierung der Tie-2 Rezeptoren induziert Zellwanderung und Verbreitung
der Endothelzellen und das Aussprossen von Kapillaren. Bei erhohter Angiogeneseaktivitdt ist
eine hohe Expression von Tie-2 Rezeptoren nachweisbar [50]. Die 16sliche Variante sTie-2 ist
vermehrt im Blut nachweisbar [51]. In Interaktion mit Ang-2 wird Tie-2 aktiviert und die Sensi-
tivitdt fiir proangiogenetische Faktoren wie z. B. VEGF noch weiter erhoht [52]. Ang-2 ist in
verschiedenen Tumorentitdten z.B. gastrointestinalen Stromatumoren, Schwannomen, kolorekta-
len Karzinomen vermehrt exprimiert [53,54]. Es laufen klinische Phase 1 Studien an Patienten

mit AMG 386 einem Inhibitor fiir Ang-2 bei soliden Tumoren [55].

1.2.2.3 Neue molekulare Signalwege der Tumorangiogenese

Im Rahmen der Suche nach neuen therapeutischen Zielstrukturen fiir eine antiproliferative Tu-
mortherapie wurden einige neue Signalwege identifiziert, die eine Rolle in der normalen und

pathologischen Angiogenese spielen. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht dieser Signalwege.

Signalweg Rezeptor Ligand Nachweis in Tumoren (Auswahl)

Melanom, Brust, Magen, Kolon,

Ephrine (Eph) Eph 1-6 Ephrin A1-A5; B1-B3 Prostata
Notch / Delta Notch 1-4 Jagged 1,2 ; Delta 1,3,4 T-Zell Leukamie, Brust, Kolon
Hedgehog (hh) Patched 1 Shh, Dhh, Ihh Gehirn, Lunge Brust , Prostata

Melanom, Haut, Prostata, Kolon,
Roundabout / Slit Slit 1-3 Robo 1-4 Lunge

Tab. 7: Ubersicht von an Angiogenese beteiligten Signalwegen, welche in verschiedenen Tumorgeweben

mit erhohter Expression nachgewiesen werden konnten.

1.3 Roundabout- und Slit-Signalweg

Die Roundabout-Proteine umfassen eine Familie von transmembranen Rezeptoren, die zuerst
1998 in Drosophila melanogaster identifiziert und isoliert wurden [56]. Vier Roundabout-
Rezeptoren konnten bisher identifiziert werden: Robol, Robo2, Robo3 und Robo4. Robol-3
setzten sich aus fiinf Immunglobulin (Ig) Doménen und drei Fibronektin Doménen in der extra-

zelluldren Region zusammen. Die intrazelluldre Region besteht aus vier zytoplasmatischen An-
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teilen die CCO, CC1, CC2 und CC3 bezeichnet werden. Robo4, welches auch als ,,Magic Roun-
dabout* bezeichnet wird, ist kleiner. Die extrazelluldre Region besteht nur aus drei Igs und zwei
Fibronektinen. Intrazelluldr besteht Robo4 aus den CCO und CC2 Mustern. Die Slit-Proteine
stellen die Liganden der Robo-Rezeptoren dar. Die Bindungsstelle fiir die Robo-Rezeptoren ist
eine leuzinreiche Doméne. Es existieren 3 Homologe der Slit-Protein Familie: Slitl, Slit2 und
Slit 3. Der Robo-Slit Signalweg spielt bei der Neurogenese, der Angiogenese und Tumorprolife-
ration eine bedeutende Rolle. Fiir das Robo-Slit-System konnte ebenfalls wichtige Funktionen

bei der Myogenese und der Leukozytenmigration nachgewiesen werden [57,58].

1.3.1 Robo-Slit in der Neurogenese

Slit Proteine sind an der Regulation der Wegfiihrung der Axone bei der Entwicklung des zentra-
len Nervensystems im Bereich der embryonalen Mittellinie beteiligt. Die Slit Proteine werden im
Bereich der ventralen Mittellinie sezerniert und verhindern mit der Interaktion von Slit2 und Ro-
bol das ipsilaterale Axone die Mittellinie kreuzen und das komissurale Axone die Mittellinie
wieder riickkreuzen. [59] Dabei werden die komissuralen Axone zunichst durch Netrin-1 zur
Mittelinie gefiihrt, die bis dahin hochregulierte Expression von Robo3 wirkt dabei einer Ro-
bo1/Slit2 Interaktion entgegen. Nach Mittelinienkreuzung wird die Expression von Robo3 herun-
ter reguliert, Robol und Robo2 werden vermehrt exprimiert und das Slit2/Robol System iiber-
nimmt die Axonwegfiihrung [60].

1.3.2 Robo-Slit in der Angiogenese und Tumorentwicklung

Alterationen der Slit-Robo Gene konnten bei vielen Tumoren identifiziert werden. Robol Hy-
permethylationen konnten beim Mammakarzinom, Zervixkarzinom und Nierenkarzinom nach-
gewiesen werden und spielen eine mogliche Rolle in deren Tumor Progression [61, 62]. Robol
konnte beim Prostatakarzinom als herunterreguliert nachgewiesen werden [63]. Robo-Slit sind
an Angiogenese Mechanismen beteiligt. Eine Interaktion von Slit2, welches z. B. von malignen
Melanomzellen sezerniert wird, mit Robol-Rezeptoren auf Endothelzellen bedingen eine Angio-
geneseinduzierung [64]. In derselben Studie konnte durch Robol-Rezeptorblockade mittels der
extrazelluliren Doméine von Robol (RoboN) die Tumormikrogefadichte und die Tumormasse
in den Neoplasie tragenden Versuchstieren reduziert werden [64]. Robol und Slit Aktivitit
konnte bei Expressionsanalysen mittels cDNA Chiparray-Technologie von Endothelzellen im
proangiogenetischen Stadium und anti-angiogenetischen Stadium eindeutig dem proangiogeneti-

schen Expressionsmuster zugeordnet werden [65].
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Robo4 wird ausschlieBlich in Endothelzellen exprimiert und konnte hochreguliert in Tumorgefa-
Ben von Kolon, Gehirn und Blase detektiert werden [66]. Auf normalen Endothelzellen konnte
Robo4 bisher nur in vitro in geringer Expression nachgewiesen werden [67]. Eine 3 kb grof3e
Promoterregion vor dem Robo4 Gen konnte fiir die Endothelspezifitit identifiziert werden [68].
In vitro Studien mit Matrigel-Assays, bei denen eine Mikrogefdf8bildung induziert wird, zeigte
bei Blockung von Robo4 mit siRNA (small interfering RNA) ein reduzierte Aussprossung und
verminderte Mikrogefdl3bildung [69]. In vivo Studien mit dem loslichen Teil des Robo4 Rezep-
tors (sRobo4) als Inhibitor fiir die Robo4 Liganden konnten ebenfalls eine Endothelzellmigrati-
ons-Reduzierung zeigen [70]. Die Liganden fiir Robo4 sind bisher noch nicht eindeutig identifi-
ziert.  Strukturanalysen der Robo-Slit Bindungen zeigen, dass wichtige Slit-
Verbindungsstrukturen auf den Robo4 Rezeptoren fehlen [71]. Eine alternative Moglichkeit,
dass Robo4 keinen Liganden fiir die Aktivitidt benotigt, sondern durch regulierte Proteolyse wie
z. B. beim Angiopoietin/Tie System, insbesondere Tiel, funktioniert, wird diskutiert [72, 73].
Neuere molekularbiologische Studien geben Hinweise auf den intrazelluliren Signalweg von

Robol und Robo4 [69]. Dieser ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt.

(i) Robol (i)

12
Slit2 —_—
Robo4 Robo4 . .
Unknown ligand Filamentous actin
@ Arp2/3 complex
Filopodia and

lamellipodia O Ig domain
| 5% 5 O Fibronectin type Il domain
l ........... N T H —_— Cell membrane

"""" + Cde42

Unknown factors WASp < GTP
family proteins i

v, i?
. Rac ¥

GTP

Abb. 2: Slit2 bindet als Ligand an Robol bzw. fraglich an Robo4. Es kommt durch unbekannte Faktoren zur Akti-
vierung des Arp2/3 Komplexes und zur Induktion der Filopodien und Lamellipodien, welche die Zellmigra-
tion ermoglichen. Alternativ flihrt eine Aktivierung von Robo4 zur Initiierung der Cdc42 und Rac-Kaskade

die ein WASP (Wiscott-Aldrich-Syndrom-Protein) aktivieren welches Arp2/3 initiiert [73].
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1.4 Vorarbeiten: DNA-Chiparray Analyse

In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe mit DNA-Chiparray Technologie, mit deren Hilfe die
Expression mehrerer tausend Gene simultan gemessen werden kann, wurden Robol, Robo4 und
Slit2 analysiert [74]. Fiir diese Untersuchungen wurde ein Affymetrix U133-A Chip mit 45 000
Testfeldern verwendet. Bei der DNA-Chiparray Analyse werden sogenannten Microarrays ver-
wendet. Diese bestehen aus einem Chip mit mehreren tausend Testfeldern, die mit einzelstringi-
ger DNA bestiickt sind und die Signatur eines Genes aufweisen. Auf diese Testfelder werden
fluoreszenzmarkierte Patientenproben aufgetragen. Dafiir wurden die aus den kryokonservierten
Gewebeproben mit Mikrodissektion gewonnen Zellen extrahiert und die mRNA der Zellen iso-
liert. Nach Transkription in cDNA wurden die Proben in mehreren Runden amplifiziert und fluo-
reszenzmarkiert. Die auf den Chip aufgebrachte Patientenproben-DNA bindet an die komple-
mentdren Basen der Testfelder-DNA. Die Intensitit, Wellenldnge und Position des Fluoreszenz
Signals wird mit einer hochauflosenden Kamera detektiert und Expressionswerte der einzelnen

Gene des Chips konnen fiir die Patientenproben ermittelt werden

1.4.1 Chiparray Analyse von Robol:

Robol konnte in 54 von 60 untersuchten Patientenproben aus kolorektalem Tumor- und Nor-
malgewebe detektiert werden. In mehr als 47% der 30 Probenpaare war Robol im Tumor mehr
als doppelt so hoch exprimiert, in mehr als 17% war Robol mehr als vierfach héher im Tumor
verglichen mit dem Normalgewebe exprimiert [74]. Eine graphische Ubersicht der Chip-Array
Array Ergebnisse zeigt Abbildung 3.
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Abb. 3: Relative Expression von 30 Patientenprobenpaaren fiir Robol. Fiir jede Patientenprobe werden die

Expressionswerte fiir Tumor (schwarz) und Normalgewebe (grau) gezeigt [74].
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1.4.2 Chiparray Analyse von Robo4:

In den Chiparray Analysen zeigte sich, dass das Probenset fiir Robo4 in Zweidritteln der Patien-
tenproben nicht detektiert werden konnte (40/60). Eine Hochregulation von Robo4 im Tumor-
gewebe konnte nur bei einem Patienten festgestellt werden. Der Expressionswerte-Quotient von
Tumor- gegeniiber Normalgewebe, der Foldchange (FC), lag hier bei 2,06. Der durchschnittliche
FC-Wert lag bei 1,10. Eine Downregulation fiir Robo4 im Tumorgewebe mit einem FC-Wert
von kleiner 0,5 lieB sich ebenfalls nicht zeigen [74]. Eine graphische Ubersicht der Chip-Array
Ergebnisse zeigt Abbildung 4.
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Abb. 4: Relative Expression von 30 Patientenprobenpaaren fiir Robo4. Fiir jede Patientenprobe werden die

Expressionswerte fiir Tumor (schwarz) und Normalgewebe (grau) gezeigt [74].

1.4.3 Chiparray Analyse von Slit2:

In den Chiparray Analysen der eigenen Arbeitsgruppe zeigte sich, dass Slit2 im Tumorgewebe
nicht signifikant zum Normalgewebe herunter reguliert ist. Slit2 konnte in 31 von 60 Patienten-
proben detektiert werden. Die durchschnittliche Expression von Slit2 im Tumorgewebe war auf
demselben Niveau wie im Normalgewebe. Im Median konnte ein FC-Wert von 0,95 ermittelt
werden. In keinem der 30 Patientenprobenpaaren konnte ein FC-Wert Tumor- gegeniiber
Normalgewebe von groBer 2 ermittelt werden [74]. Eine graphische Ubersicht der Chip-Array
Ergebnisse zeigt Abbildung 5.
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Abb. 5: Relative Expression von 30 Patientenprobenpaaren fiir Slit2. Fiir jede Patientenprobe werden die Ex-
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pressionswerte fiir Tumor (schwarz) und Normalgewebe (grau) gezeigt [74].
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2. Ziel der Arbeit

Ein wesentlicher Faktor fiir die Progression maligner Neoplasien, wie dem kolorektalen Karzi-
nom, ist die Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen durch Anschluss an das korpereigene
Gefallsystem durch Neubildung von Gefdllen. Diese sogenannte Angiogenese wird durch ver-
schiedene Signaltransduktionswege vermittelt. Der Robo-Slit Signalweg stellt einen dieser Si-
gnaltransduktionswege dar. Die Unterbrechung der Signaltransduktion bei der Angiogenese stellt
daher ein potentielles Ziel fiir eine antiproliferative Tumortherapie dar. Robol und sein Ligand
Slit2, sowie der Rezeptor Robo4 sind an Angiogenese-Mechanismen beteiligt und zeigten eine
differentielle Gewebeexpression zwischen Tumor- und Normalgewebe von Tumoren unter-
schiedlicher Entitéten.

Es stellt sich nun die Frage ob Robol, Robo4 und Slit2 auch im Gewebe des kolorektalen Karzi-
noms eine differentielle Gewebeexpression zeigen und damit als potentielle Zielstrukturen fiir
eine anti-proliferative Tumortherapie in Frage kommen.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, mittels molekularbiologischer und proteinbiochemischer Techni-

ken:

1. Die differentielle Expression von Robol, Robo4 und Slit2 beim kolorektale Karzinom
erstmalig an einem groBeren Patientenkollektiv mittels Real-Time PCR nachzuweisen
und damit Vorversuche zur differentiellen Genexpression mittels DNA-Chiparray Tech-

nologie aus der eigenen Arbeitsgruppe zu validieren.

2. Die Expression von Robol, Robo4 und Slit 2 in Gewebeschnitten in situ zu analysieren
und die Zellstrukturen an denen die Genprodukte exprimiert werden mittels Immunhisto-

chemie und In-situ Hybridisierung zu identifizieren und darzustellen.

3. Die Rolle von Robol, Robo4 und Slit 2 als potentielle Prognosemarker und als Zielstruk-
tur fiir eine antiproliferative bzw. anti-angiogenetische Therapie im Hinblick auf das ko-

lorektale Karzinom zu bewerten.
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3. Material

3.1 Losungen und Puffer

Losungen und Puffer

Zusammensetzung/Herstellung

DNA Loading Buffer

Eosin-Firbel6sung

TBS

TBS-Tween

PBS-Tween

Hémalaun Farbelosung
nach Meyer

20x SSC Puffer
50x TAE Puffer

LB-Medium

3.2 Chemikalien

Chemikalien

4 mM Bromphenol Blau + 5 mM Xylene Cyanol +
0,4 mM Ficoll® 400 in ddH,O

16mM Eosin in ddH,O

50 mM Trizma Base + 150 mM NacCl in ddH,O
bei pH 7,6

50 mM Trizma Base + 150 mM NaCl + 0, 01 %
Tween 20 in ddH,0 bei pH 7,6

0, 58 % 200mM NaH,PO4 H,O + 1,92%
230 mM NaH,PO4 2H,0 + 0, 01% Tween 20 in ddH,O

3 mM Hématoxylin + 10 mM Natriumiodat +
100 mM KAI(SO4)2 + 300 mM Chloralhydrat
+ 5 mM Zitronenséure in ddH,O

3 M NaCl + 340 mM Natriumcitrat in ddH,O

2 M Tris Base + 6% Essigsédure + 10% 0, 5 M EDTA
bei pH 8,0 in ddH,0

10g Bactotryptone + 5g Bacto-Yeast Extract + 5g NaCl
in 11 ddH,O bei pH 7,0 autoklavieren

Hersteller

Aquapolymount
Beta-Mercaptoethanol

Bromphenol Blau

BSA (Bovine Serum Albumin)

Calciumchlorid
Chloralhydrat
Chloroform
DAB

DMPC

Deoxynucleotide Mix (ANTP’s)

EDTA 0,5M

Polysciences (Warrington, USA)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
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Eosin

Ethanol

Essigsaure
Essigsdureanhydrid
Ficoll

Formaldehyd
Formamid
Hématoxylin

HCI

Hot Star Taq Polymerase
Hybridisierungspuffer

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Qiagen (Hilden, D)

Roche-Applied Science (Mannheim, D)

Kaliumaluminiumsulfat Dodecahydrat Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)

LB-Agar

LB-Broth

MLV — Reverse Transkriptase
NBT/BCIP Tablets
Natriumchlorid

Natriumcitrat

NaH,PO4 H,O

NaH,P0O42 H,O

Natriumiodat

NaOH

Oligo dt15 Primer
Powerblock Immunhisto
Prehybridization Mix Reagenz
Robol, Robo4, Slit2 Primer
Streptavidin-Peroxidase
Tritirachium Album Proteinase K
Tris Pufferan®
Triethanolamin

Trizma Base

Tween 20

Tryptone

Xylene Cyanol

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Promega (Mannheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Promega (Mannheim, D)

Bio Genex (San Ramon, USA)

Roche Applied Science (Mannheim, D)
TIB Molbiol (Berlin, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, D)
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Xylol

Zitronensaure

3.3 Kits

Kits

Roth (Karlsruhe, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Hersteller

BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

DIG Nucleic Acid Detection Kit
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)
NucleoSpin® RNA II

pGEM® T-Easy Vector Systems
NucleoSpin® Plasmid Purification

Qiagen Plasmid Maxi Kit

3.4 Sequenzen

Primer und Sonden

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Roche Applied Science (Mannheim, D)
Roche Applied Science (Mannheim, D)
Macherey-Nagel (Diiren, D)

Promega (Mannheim, D)
Macherey-Nagel (Diiren, D)

Qiagen (Hilden, D)

Sequenz

Beta 2 Mikroglobulin Forward
Beta 2 Mikroglobulin Reverse
Robo 1 Forward
Robo 1 Reverse

Robo 1 Light Cycler Sonde

Robol Fluorescin Sonde
Robo 1 Plasmid Forward
Robo 1 Plasmid Reverse
Robo 4 Forward

Robo 4 Reverse

Robo 4 Light Cycler Sonde
Robo 4 Fluorescin Sonde
Robo 4 Plasmid Forward
Robo 4 Plasmid Reverse
Slit 2 Forward

5-CCAGCAGAGAATGGAAAG TC-3’
5-GATGCT TACATGTCTCG-3’
5-GGAAATCCTCAACCAGCTAT-3’
5-CGATCTGCAATCACATCTGTAAC-3’

5’-LC Red640-GGAAGCATCATCACAAAGGCA
TATT-PH-3’

5-ACATCTGCCAGACTT TAAATGTTGC-FL-3’
5-GCTGGTGACATGGGTTCATAG-3’
5-CATTCTCGCTACGGTCTGC-3’
5"-GCTCTCCAGCCCCTGTT-3"
5"-ACCAGAGCTTGGGGCAC-3’

5°-LC Red640-CTCCAAGGAGTGGCTGCCCC-PH-3’
5-TTCCTAACTCACAGGCCCGGA-FL-3’
5-GGACCTGAGCAGCAGC-3’
5-GCTGGGTCTGTTGACTCTG-3’
5-CAGGACTTCCAGAAGGTGC-3’
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Slit 2 Reverse
Slit 2 Light Cycler Sonde

Slit 2 Fluorescin Sonde
Slit 2 Plasmid Forward
Slit 2 Plasmid Reverse

3.5 Antikorper

Antikorper

5-TAGGAGAACGCATTGATGGG-3’

5’-LC Red640-GACCCTTGCCTTGCCTTGGAAATA

AAATGCG-PH-3’

5’-CCCTCTGTGACCAACGGACCAA-FL-3’

5-CTTTGTCCGTGGATGGTGG-3"
5"-CCTTTCCCCTCGACAAGAG-3’

Hersteller

Primirantikorper:

Robo 1 (I-20) goat Ig-G

Robo 4 rabbit I1g-G

Slit 2 (E-20) goat Ig-G

CD 31 PECAM-1 (C-20) goat Ig-G
Sekundiirantikorper:

Goat anti-rabbit biotin

Rabbit anti-goat biotin

3.6 Geriite

Geriite

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Abcam (Cambridge, UK)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)

Hersteller

ABI PRISM 300 DNA Analyzer
Bio Photometer
Eismaschine Scotsman AF10

Electrophorese Documentation
and Analysis System 120

Heizplatte/Magnetrithrer MR3001
Heizblock Thermomixer 5436
Heizblock ThermoStat plus

HP Deskjet 970 Cxi
Kryo-Zentrifuge Biofuge primo R
Kryostat Microm HM 560
Kiihltruhe Heraeus HFC486 Basis
Laborwaage Sartorius BP 310 S

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Eppendorf (Hamburg, D)

Scotsman Ice Systems (Vernon Hills, USA)
Kodak (Stuttgart, D)

Heidolph (Kelheim, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
Hewlett-Packard GmbH (Boblingen, D)
Heraeus (Hanau, D)

Microm (Walldorf, D)

Heraeus (Hanau, D)

Sarorius AG (Gottingen, D)
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Lightcycler System Vers. 2.0

Mastercycler Gradient
Mikrowelle M1727N 800W
Mikroskop Axioskop 2

Mikrotom Leica RM 2125 RT

pH Meter CG840
Pipettierboy Pipetus-akku
Schiittler Polymax 1040
Vortex Mixer Genie 2
Wasserbad GFL 1086
Zentrifuge 5415 D

3.7 Materialien

Verbrauchsmaterialien

Roche Applied Sciences (Mannheim, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Samsung Deutschland (Schwalbach, D)
Carl-Zeiss AG (Jena, D)

Leica Microsystems (Wetzlar, D)

Schott AG (Mainz, D)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt, D)
Heidolph (Kelheim, D)

Scientific Industries (New York, USA)
Gesellschaft fiir Labortechnik (Burgwedel, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Hersteller

Eppendorf Gefalle 1,5 ml
E. P. Tipps Pippetierspitzen
U.Vette ® Kiivetten
Deckgliser

Objekttrager

3.8 Software

Software

Eppendorf (Hamburg, D)
Eppendorf Hamburg, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Menzel-Gléser (Braunschweig, D)
Menzel-Gléser (Braunschweig, D)

Hersteller

Microsoft Word 2003/2007/2008
Microsoft Excel 2003/2007/2008

Endnote Vers. 9.0-X1

Microsoft Germany (UnterschleiBheim, D)
Microsoft Germany (UnterschleiBheim, D)
Thomson ResearchSoft (Carlsbad, USA)

Relative Quantification Software V1.0 Roche Aplied Sciences (Mannheim, D)

SysStat 12
Sigma Plot 10.0

Sys Stat Software (Erkrath, D)
Sys Stat Software (Erkrath, D)
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4. Methoden

4.1 Patienten und Gewebeproben

4.1.1 Patienten

Das fiir die experimentelle Untersuchung verwendete humane Gewebe entstammt der Tumor-
bank der chirurgischen Klinik der Charité, Universitdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Frank-
lin (CBF). Die Entnahme der Gewebe sowie die damit durchgefiihrten Untersuchungen sind von
der Ethikkommission, CBF, Charité, Universitdtsmedizin Berlin am 08.01.2001 genehmigt wor-
den. Die Probeentnahme erfolgte nach ausfiithrlicher Aufkldrung und schriftlicher Einverstdnd-
niserkldrung der Patienten (Aufkldrungs- und Studieninformationsbogen im Anhang). Aus da-
tenschutztechnischen Griinden wurden die Gewebeproben anonymisiert. Die Patienten wurden
im Zeitraum 2001 bis 2002 in der Charité Campus Benjamin Franklin in kurativer oder palliati-

ver Absicht operiert.

4.1.2 Gewebeprobenasservierung

Unmittelbar nach der chirurgischen Resektion wurde das Priparat ex situ ldngs der taenia libra
erdffnet und die luminale Seite des Darmes mit Wasser gespiilt. Von einem Pathologen wurden
jeweils Vollwand-Tumorgewebe und korrespondierendes, makroskopisch tumorfreies Gewebe
(Normalepithel) entnommen. Beide Proben wurden unmittelbar postoperativ in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte in der Tumorbank der Chirurgischen Klinik stabil
bei -80 °C. Des Weiteren wurden Teile der Proben fiir die Immunhistochemie (IHC) formalinfi-
xiert und in Paraffin eingebettet. Die Zeitspanne zwischen der chirurgischen Resektion und der
Lagerung in fliissigem Stickstoff betrug max. 30 min, um die Ischimie bedingte RNA-
Degeneration zu minimieren. Das kolorektale Tumorgewebe wurde routinemafig durch die Pa-
thologen der Charité anhand von in Paraffin eingebetteten Schnitten des entsprechenden Gewe-

bes hinsichtlich des Tumorstadiums und des Differenzierungsgrades beurteilt.

4.1.3 Makrodissektion

Von den bei -80 °C gelagerten Gewebebldcken mit Tumor- und gesundem Kolonepithel der Pa-
tienten wurden mittels Gefriermikrotom 6-8 um dicke Schnitte erstellt. Je ein Kontrollschnitt
wurde mit Himatoxylin-Eosin (H&E) geférbt (siehe 4.4.3). Die Tumor und Normalgewebeab-
schnitte auf den angefertigten Praparaten wurden durch einen erfahrenen Pathologen identifiziert
und die tumortragenden Gewebsabschnitte mit einem wasserfesten diinnen Filzstift markiert.

Darauthin wurden von den Gewebeblocken, je nach Tumorfliche des Priaparates 10-15 Schnitte
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von 20 um Dicke angefertigt und die tumorhaltigen Gewebeabschnitte mit einem sterilen Skal-
pell disseziert. Diese Priaparat-Dissekate wurden darauthin unmittelbar in ein Eppendorfgefal3
iiberfithrt und mit 350 pl Lyse-Puffer RA1 nach dem Protokoll des Total-RNA-Isolation Kits
(NucleoSpin® RNA II) versetzt. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Lysate mit fliissigem
Stickstoff bei -196°C schockgefroren und bei -80 °C konserviert. Die Verarbeitung der korre-
spondierenden Normalgewebsproben wurde auf die gleiche Weise durchgefiihrt. Von den Tu-
mor- und Normalgewebeproben wurden alle 200 um ein neuer 6-8 um dicker Schnitt angefertigt
und mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt, um die Tumor- und Normalgewebefldchengréflen und

Lage zu kontrollieren.

4.2 Methoden der RNA/DNA Analyse

4.2.1 Gesamt-RNA-Isolierung aus humanem Gewebe

Die Gesamt-Ribonukleinsdure (ribonucleic acid, RNA) aus den makrodissezierten Zellen wurde
mit Hilfe des NucleoSpin® RNA II Total RNA Kits isoliert. Das Funktionsprinzip des Kits be-
ruht darauf, dass RNA Molekiile der aufgeschlossenen Zellen reversibel an eine Silizium-
Membran binden, von der sie nach mehreren Waschschritten mit Wasser eluiert werden. Dabei
erfolgt ein Ausschluss von stark fragmentierten RNA Molekiilen mit einer Linge<200bp. Zur
Eliminierung genomischer DNA wurde dariiber hinaus nach Herstellerangaben eine DNAse De-
gradierung durchgefiihrt. Die bei -80 °C in RA1 Puffer gelagerten konservierten Gewebeproben
wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde 3,5 ul Mercaptoethanol hinzugefiigt und durch
30s vortexen homogenisiert. Zur Reduzierung der Viskositdt und Reinigung des Zell-Lysates
wurde die Mixtur in die dafiir vorgesehene NucleoSpin® Filtrationseinheit gegeben und fiir 1
min bei 11000 rpm und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Zu dem homogenisierten und fil-
triertem Lysat wurden nun 350 pl Ethanol (70%) zur Ausféllung der RNA zugefiigt und 30s ge-
vortext. Das Lysat wurde in die dafiir vorgesehene NucleoSpin® RNA Il Sammel-Siule, an der
die RNA reversibel an Siliziummaterial bindet, gegeben, und 30s bei 8000 rpm zentrifugiert. Der
Abstand wurde verworfen. Danach wurde die auf der Sdule gebundene RNA mit 350pul Membran
Entsalzungspuffer (Membran Desalting Puffer —- MDB), gewaschen. Die kontaminierende DNA
wurde durch 15-miniitige Inkubation der RNA mit DNAse I bei Raumtemperatur degradiert. Zur
Inaktivierung der DNAse und zur Aufreinigung der Sdulen erfolgten drei Waschvorginge. Nach
Hinzugeben von 200ul RA2 Puffer wurden die Sdulen bei 8000 rpm fiir 30s zentrifugiert. An-
schlieBend erfolgte die Zentrifugierung der Proben nach Hinzugeben von 600ul RA2 Puffer bei
8000rpm fiir 30s und von 250ul RA3 Puffer fiir 2min bei 11000 rpm. AbschlieBend erfolgte die
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Elution der reinen Gesamt-RNA nach pipettieren von 60ul RNAse-freiem Wasser in die Sdulen

und Zentrifugierung fiir Imin bei 11000rpm.

4.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen

Zur genauen Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration wurden die Proben photometrisch ge-
messen. Dazu wurde die Absorption von UV Strahlen der Wellenlinge 260nm und 280nm be-
stimmt und die Konzentration der RNA errechnet. Bei einer Wellenldnge von 260nm betrigt der
molare Extinktinskoeffizient Epsilon fiir RNA und einzelstringige DNA 25 cm*/mg. Nach dem
Lambert-Beer'schen Gesetz lisst sich somit die Konzentration der RNA errechnen. Anschlie-
end wurde durch Verdiinnung mit DMPC Wasser die RNA auf 2ug pro Ansatz eingestellt.

c=E x1/Epsilon x 1/d — ODy6onm X Verdiinnungsfaktor x 0,04 = mg RNA/ml

4.2.3 cDNA Synthese

Die isolierte Gesamt-RNA wurde zu weiteren Untersuchungen fiir die Real-Time PCR Analyse
in komplementdre DNA (complementary desoxyribonucleic acid, cDNA) umgeschrieben. Fiir
die Reverse-Transkription von RNA in doppelstringige cDNA, wurde eine Reverse-
Transkriptase, eine RNA abhédngige DNA-Polymerase, verwendet. Die benutzte Moloney Muri-
ne Leukaemia Virus Reverse-Transkriptase (M-MLV-RT) hat eine besonders niedrige RNAse H
Aktivitit und damit eine hohe Syntheseleistung. Fiir die cDNA Synthese wurden pro Ansatz 2pug
isolierter RNA entsprechend der photometrisch bestimmten Konzentration gelést in DMPC
Wasser pipettiert. Danach wurden 1l Oligo dT’s, 1ul ANTP’s (10mM) hinzugefiigt und der An-
satz auf 18ul mit DMPC Wasser aufgefiillt. Zur Aufspaltung sekundérer Strukturen innerhalb
der RNA Probe wurde der Ansatz bei 65° C fiir 5 min inkubiert. Dann wurde der Ansatz kurz fiir
5s bei 8000 rpm zentrifugiert und sofort auf Eis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Nachfolgend
wurden 5ul Sfach M-MLV-RT Reaktionspuffer und 1ul RNAse Inhibitor zum jeweiligen Ansatz
hinzugefiigt. Die Proben wurden fiir 2 min bei 37 °C inkubiert und daraufhin 1ul M-MLV Re-
verse-Transkriptase hinzugefiigt. Nach vorsichtigem Schiitteln und Vermischen wurden die Pro-
ben bei 37 °C fiir 1 Stunde fiir die cDNA Synthese inkubiert. Zum Inaktivieren des Enzyms
wurden die Proben nach der Synthese fiir 15min bei 70° C inkubiert und dann zur weiteren Ver-

arbeitung bei -20 °C gelagert.

4.2 .4 Herstellung einer Standard-Konzentrationsreihe fiir Real-Time PCR

Zur Herstellung einer Standard-Konzentrations Verdiinnungsreihe fiir die Real-Time PCR Ana-

lyse der Ziel-Sequenzen von Robol, Robo4, und Slit2 wurde die Zielgen Sequenz in pPGEM® T-
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Easy Plasmid eingebracht, kloniert, sequenziert, aufgereinigt und anschlieBend die Real-Time
PCR fiir unterschiedlichen Verdiinnungsstufen durchgefiihrt. Fiir 2 Mikroglobulin als Kontroll-

Sequenz wurde kommerziell erhéltliche klonierte cDNA verwendet.

4.2.4.1 Amplifizierung der Zielsequenzen durch PCR

Zunichst wurde die Sequenzen von Robol, Robo4 und Slit2 durch Polymerase Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert. Dafiir wurde fiir einen 100ul Ansatz 2ul cDNA von Human umbilical vascu-
lar endothelial cells (Huvec), in denen Robol, Robo4 und Slit2 nachgewiesen werden konnten
mit 4ul Plasmid-Sense Primer und 4pl Plasmid-Anti-Sense Primer, sowie 50ul Ready Taq Mix
und 40ul DMPC-Wasser versetzt. AnschlieBend wurde die PCR Reaktion mittels der HotStar-
Taq® Polymerase durchgefiihrt: Nach einer Enzymaktivierungsphase von 3 min bei 93°C erfolg-
te in 35 Zyklen die Denaturierungsphase bei 93°C von 1 min, die Annealingphase bei 60° C von
1 min und die Elongationsphase von 1 min. Abschlieend folgte die Deaktivierung des Enzyms
bei 72 °C fiir 10 min. Die Proben wurden auf 4 °C zur weiteren Bearbeitung heruntergekiihlt.
Die amplifizierte DNA wurde dann in einem 1%igen DNA-Agarose Gel elektrophoretisch ge-
trennt und die spezifischen Banden fiir Robol, Robo4 und Slit2 mit einem sterilen Skalpell aus-

geschnitten.

4.2.4.2 DNA FElution aus Agarosegelen

Das dissezierte Gel-Stiick wurde in ein nach unten offenes, mit Glaswolle gefiilltes 0,5 ml Ep-
pendorfgefdl} eingesetzt. Dieses wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefall eingesetzt und in fliissigem
Stickstoff bei -196°C schockgefroren um die Agarosestruktur aufzulésen. Nach Wiederauftauen
bei RT erfolgte das zweimalige Zentrifugieren der Probe bei 9000 rpm fiir 5 min und abpipettie-
ren des sich pro Zentrifugationsrunde gesammelten Lysats in ein Eppendorfgefdl3, welches zur
weiteren Bearbeitung auf Eis gelagert wurde. Zur Extraktion der Proteine wurde 1 Vol Phenol
und Chloroform-Isoamylalkohol (Volumenverhéltnis 49:1) zur Probe hinzugefiigt, stark gevor-
text und 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die dabei entstehende obere Phase wurde in ein neu-
es Eppendorfgefal iiberfiihrt. Zur Phenol Entfernung wurde nun 1 Vol CHCI; zur Probe hinzu-
gefiigt, stark gevortext und 5 min bei 130000 rpm bei RT zentrifugiert. Die dabei entstehende
obere Phase wurde wieder in ein neues Eppendorfgefal tiberfiihrt. Zur DNA Ausfillung wurde
dann 2,5 Vol Ethanol (100%) und 0,1 Vol Natriumacetat (5 mM) hinzugefiigt, stark gevortext
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die Proben bei RT wiederaufgetaut
und fiir 10 min bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde und verworfen. Dar-
auf folgte das Waschen des DNA Pellets mit 500 pl Ethanol (70%) durch 2-4maliges invertieren
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des Eppendorfgefilles, das Zentrifugieren der Probe fiir 5 min bei 13000 rpm und das Verwerfen
des Uberstandes. AnschlieBend wurde das DNA-Pellet bei RT 3 min getrocknet, in 20 ul dd-H,O
resuspendiert und 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Doppelstrang DNA Konzentration in Losung

wurde photometrisch bei A = 260 nm gemessen und die Proben bei -20 °C konserviert.

4.2.4.3 Ligation von Nukleotidsequenzen in den Klonierungsvektor

Fiir Ligation der amplifizierten Robol, Robo4 und Slit2 DNA Produkte in den Vektor pPGEM®-

T Easy wurden fiir einen 10 pl Ansatz 5 pl 2x Rapid Ligationspuffer T4 DNA Ligase, 1 pl
pGEM®-T Easy (50ng/ul), 1 ul Robol, bzw. Robo4, bzw. Slit2 Produkt (50 ng/ul), sowie 1 pl
T4 DNA Ligase Enzym in ein Eppendorfgefdll gegeben und mit dd H,O auf 10 pl aufgefiillt. Fiir
die Positiv-Kontrolle wurde anstatt des Genproduktes 2 pul Kontroll-DNA verwendet. Fiir die
Hintergrund Kontrolle wurde auf die DNA Zugabe verzichtet. Die Reaktionskomponenten wur-

den durch auf — und abpipettieren vermischt und fiir 16 h bei 4°C inkubiert.

4.2.4.4 Transformation von JM109 Zellen

Nach kurzem herunter zentrifugieren des Ligationsansatzes wurden 50 pul JIM109 Zellsuspension
hinzugefiigt, die vorher auf Eis aufgetaut wurden. Zur Kontrolle der Transformationseffektivitat
wurden 0,1 ng ungeschnittenes Plasmid in ein Eppendorfgefdll gegeben und mit 100 pl JM109
Zellsuspension versetzt. Die Reaktionskomponenten wurden vorsichtig durch pipettieren ge-
mischt und fiir 20 min auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 40-50s auf 42 °C
erhitzt und danach 2 min auf Eis gelagert. Es erfolgte die Inkubation der Proben mit auf Raum-
temperatur angeglichenes LB-Medium bei 37°C auf einem Schiittler mit 150 rpm fiir 1,5 h. An-
schlieBend wurden 100 pl der Transformationskulturen auf Ampicillin-Agarplatten mit einem
sterilen Drygalski Spatel ausplattiert und 16h bei 37°C inkubiert. Eine einzelne Kolonie wurde
mit einer sterilen Pipettenspitze geerntet, mit 3 ml LB-Medium in ein 15 ml FalcongefaB {iber-
fiihrt und fiir 16 h auf einem Schiittler bei 150 rpm inkubiert und anschlieend bei 4 °C konser-

viert.

4.2.4.5 Plasmidaufreinigung

Zur Freisetzung der Plasmid-DNA aus den E. coli Zellen wurde das NucleoSpin® Plasmid Puri-
fication Kit benutzt. 2 ml der Zellsuspension aus dem Falcongefdl wurden in ein Eppendorfge-
faB iiberfiihrt und 30s bei 13000 rpm bei RT zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fiir die
Lyse der Zellen wurden 250 pl A1 Puffer hinzugefiigt und durch Vortexen resuspendiert. Nach-
folgend wurden 250 pl A2 Puffer hinzugefligt 6-8 mal invertiert und 5 min bei RT inkubiert, 300
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ul A3 Puffer hinzugefiigt 6-8 mal invertiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 min bei 11000
rpm bei RT zentrifugiert. Als nédchster Schritt wurde die Probe auf eine NucleoSpin® Plasmid
Sdule gegeben und diese bei 11000 rpm und RT fiir I min zentrifugiert und der Durchfluss ver-
worfen. AnschlieBend erfolgte das Waschen mit 500 ul AW Puffer, der auf 50°C vorgewarmt
wurde und 1 min Zentrifugierung bei 11000 rpm bei RT und das Waschen der Sdulenmembran
mit 600 pul A4 Puffer der mit 100 % Ethanol versetzt wurde und ebenfalls 1 min Zentrifugieren
bei 11000 rpm und Raumtemperatur. Zum Trocknen der Membran wurde der Durchfluss ver-
worfen und die Sdule 2 min bei 11000 rpm bei RT zentrifugiert. AbschlieBend zur Elution der
Plasmid DNA wurde 50 pul AE Puffer auf die Sdule gegeben und 1 min bei RT inkubiert und bei
11000 rpm bei RT 1 min zentrifugiert und die Proben bei -20 °C konserviert.

4.2.4.6 Plasmid Sequenzierung

Zur Kontrolle des Erfolges der Plasmid Klonierung wurden die Proben sequenziert. Nach dem
Protokoll des BigDye® Terminator Vers. 1.1 Sequenzing Kits wurden 1,0 pg Plasmid, 1,0 pl
spezifischer Plasmid Primer (10pmol/ul), sowie 4 pl BigDye® Ready Reaction Premix in ein
steriles Eppendorf Gefdll gegeben und mit DMPC H,O auf 10 pl Reaktionsansatz aufgefiillt.
Danach erfolgte die Amplifizierung des Plamids mittels Hot Star Taq® Polymerase: Nach einem
Aktivierungsschritt von 1 min bei 96 °C, erfolgte in 25 Zyklen die Denaturierungsphase von 10 s
bei 96 °C, anschliefend die Annealing Phase von 5 s bei 44 °C und die Elongationsphase von 4
min bei 60 °C. Nach einem Deaktivierungsschritt der Polymerase wurden die Proben auf 4 °C
zur weiteren Verarbeitung herunter gekiihlt. Anschlieend wurden aus den Proben iiber Sepharo-
se Sdulen (Qiagen) die fluoreszenzmarkierten Nukleotide entfernt. Das PCR-Produkt wurde auf
die Sepharose Sdule mittig pipettiert. AnschlieBend erfolgte das Zentrifugieren von 3 min bei
2700 rpm. Die Sdule wurde in ein neues steriles Eppendorfgefal} iiberfiihrt und 7 min bei 35 °C
zentrifugiert. AnschlieBend wurden 20 pl Big Dye® Sequencing Puffer auf die Sdule gegeben
und das Eppendorfgefill bei 96 °C im Thermoblock inkubiert. Nach kurzem herunter zentrifugie-
ren wurde das Zentrifugat in die Sequenziergefde iiberfiihrt, mit einem Gummistopfen ver-
schlossen und in dem ABI PRISM 300 DNA Analyzer sequenziert. Die ermittelte Sequenz der
spezifischen Plasmide wurde mit dem ,,Basic Local Alignment Search Tool*“ (BLAST) iiber das
Webinterface http://www.nih.go.jp/Mypet/blast/ mit den Gensequenzen der entsprechenden Ge-

ne aus Datenbanken auf ihre Authenzitit tiberpriift.
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4.3.5 Real-Time PCR

4.3.1 Allgemeines

Die Real-Time PCR ist eine automatisierte PCR Reaktion, die mit der Hybridisierungssonden-
technik mit dem Lightcyler® System durchgefiihrt wird. Wéahrend der automatischen PCR Reak-
tion wird simultan das spezifische Produkt amplifiziert und in jedem Zyklus quantifiziert. Das
Prinzip der Quantifizierung besteht aus der Messung eines Fluoreszenzsignals. Die fiir die Real-
Time PCR verwendeten sequenzspezifischen Sonden sind fluoreszenzmarkiert. Das Messprinzip
der dualen Hybridisierungssonden wird als Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) be-
zeichnet. Dabei wird die Energie von einem Donor-Fluorophon (Fluorescin) auf ein Akzetor-
Fluorophon (LightCycler® Red640) iibertragen. Die Hybridisierungssonden werden so entwic-
kelt, dass die Fluorophone der Sonden nur 1-5 Nukleotide entfernt von einander an die Zielse-
quenz binden, da die Intensitit des FRET-Signals mit der 6. Potenz des Abstandes beider Fluo-
rophore » abnimmt. Die Farbstoffe werden durch einen Laser zur Fluoreszenz angeregt, welcher
iiber fiberoptische Fasern zu jeder Probe geleitet wird. Die emittierte Fluoreszenz wird dann
durch die Fiberoptik zuriick in eine CCD-Kamera (Charge-coupled Device) geleitet. Diese Ka-
mera misst in der exponentiellen Phase der PCR alle 2-3 Sekunden die Emissionen in einem Be-

reich zwischen 520 und 640nm (Abb.6).
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Abb.6: hv LED-Licht; F1 Fluorescin ; F2 LightCycler®Red640 (LightCycler 2.0 Users Manual)

Die steigenden Fluoreszenzemissionen wihrend der Quantifizierung zeigen die steigenden Men-
gen der DNA Amplifizierung an. Die Auswertung der Daten liefert eine logarithmische Funkti-
on, in der das Fluoreszenzniveau bzw. die Menge des amplifizierten PCR Produktes gegen die
Zyklenzahl aufgetragen wird. Der Cp-Wert (Crossing Point) ist die Zyklenanzahl, ab der die
Fluoreszenz einen definierten Schwellenwert {iberschreitet, der gegeniiber dem Ausgangswert

signifikant erhoht ist.

30



Bei starker Gewebeexpression eines Gens liegen entsprechend viele cDNA Kopien bei Reakti-
onsbeginn vor, der Schwellenwert wird nach wenigen Zyklen iiberschritten und es ergibt sich ein
niedriger Cp-Wert. Bei geringer Expression resultiert dementsprechend ein hoher Cp-Wert. Der

Cp-Wert dient demnach zur Quantifizierung der Ausgangskonzentration.

4.3.2 Standardisierungen und Qualitdtskontrolle Real-Time PCR

Fiir die absolute Quantifizierung der Menge an cDNA Kopien und die relative Vergleichbarkeit
der einzelnen Gene untereinander wurden zunichst die Cp-Werte fiir Standardverdiinnungs-
reihen der klonierten spezifischen Plasmide (siehe Kapitel 4.2) fiir Robol, Robo4 und Slit2
durch Real-Time PCR ermittelt. Dies erfolgte in 9 Konzentrationsstufen von 1:1 Verdiinnung
aufsteigend bis zu einer Verdiinnung von 1:1 x 10®. Um die Qualitit der eingesetzten cDNA
Patientenproben zu kontrollieren und eventuelle Qualitdtsunterschiede bei der Datenauswertung
zu relativieren wurde bei der Durchfiihrung der Real-Time PCR Reaktion die Expression eines
ubiquitdr homogen exprimierten Gens, eines Housekeeping-Gens, fiir jede Patientenprobe mitge-
testet. Als Housekeeping-Gen wurde 2- Mikroglobulin genutzt. Als Normalisierungsstandard
und Positivkontrolle wurden die Expressionen von Robol, Robo4 und Slit 2 aulerdem an Huvec

cDNA Probenmaterial untersucht.

4.3.3 Real-Time PCR Reaktionsansatz

Fiir die Reaktion wurden in einen 20ul Ansatz fiir 2 pl ¢cDNA Untersuchungsmaterial 5,4 ul
2mM MgCl,, 0,8 ul d NTP’s, jeweils 1 ul der sense und anti-sense Primer in einer Konzentration
von 10pmol/ul, sowie jeweils 1 pl der Fluorescin und der LigtCycler®Red640 Sonden in einer
Konzentration von 3pmol/ul, sowie 4 pl 10x Hot Star Taq® Puffer eingesetzt und mit DMPC
H,0 auf 19,5 pl aufgefiillt. Nach kurzem Vortexen wurden abschlieBend 0,5 pl Hot Star Taq®
Enzym hinzugefiigt und diese Mixtur in die vorgekiihlten Reaktionskapillaren gegeben und kurz
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Real-Time PCR Reaktion mit dem LightCycler® System
durchgefiihrt: Nach einer initialen Enzymaktivierungsphase von 15 min bei 95 °C, erfolgten in
45 Zyklen die Denaturierungsphase bei 95°C von 10 s, die Annealingphase bei 58° C von 30 s
und die Elongationsphase von 30 s bei 72°C. Nach einer abschlieenden Deaktivierungsphase
von 10 min bei 72 °C wurden die Proben auf 4 °C gekiihlt. Die Cp-Werte fiir jede Reaktion wur-
den mit der Second Derivative Maximum Methode und der Arithmic Baseline Adjustment Me-
thode der Lightcycler® Software ermittelt. Fiir die abschlieBende Analyse der Daten und die
relative Quantifizierung der Ergebnisse der Real-Time PCR Reaktion wurde die Relative Quanti-

fication Software Version 1.0 benutzt.
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4.3.4 Datenanalyse der Real-Time PCR Ergebnisse

Fiir jede Probe wurden sowohl die Zielgene Robol, Robo4 und Slit2 als auch das [B2-
Mikroglobulin doppelt bestimmt. Der Quotient aus dem Median der Cp-Werte des jeweiligen
Zielgens und dem Median der Cp-Werte des humanen P2-Mirkoglobulins gab die relative

Konzentrations-Ratio des Zielgens in der jeweiligen Gewebeprobe an.

median (target) / median (referenz) = Ratiocon..

4.3.5 Normalisierung der PCR Ergebnisse

Bei der Verwendung von Hybridisierungssonden zur Genexpressionsanalyse kann es zusétzlich
zu den Unterschieden in der Probenqualitit zu Differenzen bei der Bestimmung des Schwellen-
wertes fiir Zielgen und Referenzgen kommen. Dies kann bedingt sein, durch variable Effektivitét
des Annealings der Proben, durch variable Quantenausbeute des Farbstoffes (bei multiplen
Chargen), sowie durch probenbedingte unterschiedliche Effektivitidt des FRET. Um diese Unter-
schiede auszugleichen wurden die PCR Ergebnisse durch Mitbestimmung eines einheitlichen
Kallibrators, der in jedem Experiment eingesetzt wurde, normalisiert. Als Kallibrator wurde die
revers transkribierte cDNA von einer einzelnen Charge HUVEC eingesetzt, in der alle drei Ziel-
gene sowie das Referenzgen nachgewiesen werden konnten. Da der Kallibrator lediglich aus
einer Charge entnommen wurde, konnte auf die Bestimmung eines Korrekturfaktors (Correction
Factor — CF) zum Ausgleich von Unterschieden bei variablen Kallibratoren verzichtet werden
(CF = 1). Der Quotient aus dem Verhéltnis des Medians Zielgen/Referenzgen der Probe und des
Medians aus dem Verhéltnis Zielgen/Referenzgen des Kallibrators stellt die normalisierte relati-

ve Konzentrations-Ratio (N-Ratio) des Zielgens in der jeweiligen Gewebeprobe dar.

median(target)/median/ref ereny 1

: : X = N - Ratio
median(target, ., )/ median(ref erenz,,) CF

4.3.6 Bewertungskriterien der PCR

Eine PCR in der exponentiellen Wachstumsphase ldsst sich durch folgende Formel beschreiben:
N, = Np x E". N, ist hierbei die Kopienzahl des PCR Produkts nach Zyklus n. Nj ist die initiale
Kopienzahl und E ist die Effizienz der PCR. Eine ideale Effizienz wiirde eine Verdopplung der
DNA-Kopien pro Reaktionszyklus bedeuten; E wire dann 2. Dieser eher abstrakte Zusammen-

hang gewinnt fiir die Lightcycler PCR eine anschauliche Bedeutung: N, ist fiir den Zeitpunkt des
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Schwellenwert-Zyklus fiir alle Reaktionsansétze unterschiedlicher Startkonzentrationen gleich.
Ein gleichstarkes Fluoreszenzsignal bedeutet gleich viele DNA-Kopien. Kennt man nun fiir
Standards bekannter Konzentration die jeweiligen Schwellenwert-Zyklen, kann die Effizienz E
berechnet werden. Eine Effizienz von 2 entspricht einem Abstand der Schwellenwert-Zyklen
zwischen Zehnerverdiinnungen von 3,3 Zyklen. Mit der LCDA-Software kann E auch leicht aus
der Standardkurve, bei der die Anzahl der Schwellenwert-Zyklen gegen den Logarithmus der
Konzentrationen der Standards aufgetragen wurden, abgelesen werden. Fiir die Steigung s dieser
Standardkurve gilt: s = -1/ log E. Eine Effizienz von 2 entspricht einer Steigung von —3,3. Da
jedoch bei niedriger Konzentration eine Effizienz von 2 und damit ein linearer Anstieg der Kur-
ve nicht zu verzeichnen ist, wurde mit Hilfe der Relative Quantification Software Standardkur-
ven erstellt um die PCR Effizienz mathematisch zu korrigieren. Dazu wurden Proben aus klo-
nierten Plasmiden, welche die spezifische Sequenz von Robol, bzw. Robo4, bzw. Slit2, bzw. 2-
Mirkoglobulin enthielten durch 4fache Bestimmung in jeweils 6 Konzentrationsstufen analysiert.
Die ermittelten Cp-Werte wurden logarithmisch gegeniiber der Konzentration aufgetragen und
die aus den Datenpunkten resultierende Kurve mathematisch durch 6 Koeffizienten definiert und
gespeichert. Diese gespeicherten Daten fiir die Standardkurve der jeweiligen Zielgene und des
Referenzgens wurde dann bei der Analyse jedes Experimentes automatisch von der Relative
Quantification Software angewandt um die PCR Effizienz zu korrigieren. Die Berechnung der
Expressionsdaten erfolgte dann letztendlich nach Korrektur durch das Verhiltnis zum Referenz-
gen, der Normalisierung durch den Kallibrator, der Anwendung der Koeffizienten Daten und
durch die Korrektur mittels eines frei gewdhlten Multiplikationsfaktors (MF = 100), der allein

der Veranschaulichung der Daten dient.

4.4. Immunhistochemie

4.4.1 Allgemeines

Um die in der Real-Time PCR Analyse erhaltenen Ergebnisse auf Proteinebene zu stiitzen und
zu verifizieren und eine Zuordnung der Zielproteine Robol, Robo4 und Slit2 im Gewebe zu er-
moglichen wurde ein immunhistochemischer Nachweis fiir die 3 Proteine an 25 Patientenproben,
die nach dem Zufallsprinzip aus der Grundgesamtheit von 50 Patientenproben ausgewéhlt wur-
den, durchgefiihrt. Beim immunhistochemischen Nachweis konnen Proteine mit Hilfe von Anti-
korpern sichtbar gemacht werden. Es kann spezifiziert werden, in welchen Geweben das Protein
vorhanden ist und in welchen Kompartimenten der Zelle es exprimiert wird. Der Antikorper ist

an ein Detektionssystem gekoppelt, das den Nachweis einer erfolgten Antigen-Antikorper-
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Reaktion moglich macht. Die fiir die vorliegenden Gewebeproben angewendete Labelled-Biotin-
Streptavidin-Methode beruht auf der starken Affinitdt des Streptavidins zum Vitamin Biotin.
Streptavidin ist ein Glykoprotein, welches aus vier identischen Untereinheiten besteht, die je-
weils iliber eine Biotin-Bindungsstelle verfiigen. Nachdem die Bindung eines unkonjugierten
Anti-Robol, Anti-Robo4 oder Anti-Slit2 Primar-Antikérpers an das Gewebsantigen erfolgt ist,
wird eine Inkubation mit einem biotinylierten Sekundér-Antikérper vorgenommen. An diesen
kann nun im 3. Schritt ein enzymmarkierter Streptavidinkomplex anbinden. Ein zugegebenes
Substrat wird oxidiert und somit lichtmikroskopisch sichtbar. Zusitzlich erfolgte das Anfarben
der jeweiligen Gewebeproben mit dem Antikorper fiir das Protein CD 31 als positive Qualitits-
kontrolle. CD 31, auch bekannt als PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1),
ist ein integrales Membran Protein der Immunglobulin Superfamilie, welches an der Herstellung
von Zell-Zell Kontakten beteiligt ist und welches regelhaft auf GefdaBendothelzellen zu finden ist

und damit ein Markerprotein fiir Angiogenese Aktivitit im Gewebe darstellt.

4.4.2 Gewebeschnitte

Die immunhistochemische Analyse fiir Robol, Robo4 und Slit2 wurde an in Formalin fixierten
und paraffinisierten Gewebeproben durchgefiihrt. Am Rotationsmikrotom wurde dafiir 3um dic-
ke Schnitte angefertigt. Zur Behandlung der Objekttrager, wurden 5g Gelatine in 11 destilliertem
Wasser bei 37°C gelost. Nach Erhitzen der Losung auf 42 °C, wurden 0,5g Chromium III Kali-
umsulfat Dodecahydrate (98%) hinzugefiigt. Nach etwa 4h Abkiihlung auf RT wurde der Ansatz
filtriert. Die Objekttrager wurden fiir jeweils Smin in die Losung getaucht und anschlieSend fiir

24h bei 37°C getrocknet.

4.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die HE-Férbung ist eine histologische Routinefarbung, die auf alle angefertigten Schnitte ange-
wendet wurde. Das Hamatoxylin farbt die Zellkernstrukturen blau, das Eosin dient als Gegenfar-
bung und kontrastiert das Zytoplasma rot. Zunichst wurden die Schnitte 2 mal 5 min in Xylol
entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Schnitte jeweils 2 min in 100%, 96% und 70% Ethanol
getaucht. Nach Waschen mit dd H>O wurden die Schnitte fiir 6 min in Hamatoxylin getaucht um
die Zellkerne anzufiarben. Als néchstes erfolgte das Wissern der Schnitte unter flieBendem dd
H,0 zur Entfernung von {iberschiissigen Farbpartikeln fiir ca. 5 min. Dann wurden die Schnitte
in 0,1% Eosin fiir ca. 3-5 min gegengefarbt um die restlichen Zellstrukturen darzustellen. Es er-
folgte dann die Rehydrierung der Schnitte mit dd H,O und die anschlieBende Spiilung der
Schnitte mit 70%, 96% und 100% Ethanol fiir jeweils 1 min. AbschlieBend wurden die Gew-
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beschnitte jeweils 2 mal 5 min in Xylol fixiert eingedeckt.

4.4.4 Immunhistochemische Fiarbung

Die Schnitte wurden 3 mal 5 min in Xylol entparaffinisiert. AnschlieBend wurden die Schnitte
jeweils 1 min mit 70%, 96% und 100% Ethanol dehydriert und 5 min in destilliertem Wasser
rehydriert. Nachfolgend wurden die Schnitte mit 0,01% EDTA pH 8 in der Mikrowelle fiir 5 min
bei 800 W erhitzt, gefolgt von 5 min bei 200 W. Nach einer Abkiihlphase von 25 min erfolgte
die Unterdriickung der endogenen Phosphataseaktivitidt durch 1% H,O, Losung fiir 25 min.
Nachdem die Gewebeschnitte fiir 5 min in Blocking Medium (10x) geblockt wurden, um unspe-
zifische Antigene zu binden und eine optimale Wirkung des Antikorpers zu gewéhrleisten wurde
der Primérantikorper appliziert. Es wurden 150 1 anti-Robol bzw. ant-Slit2 in einer 1:100 bzw.
1:200 Verdiinnung appliziert, bzw. 150 pl anti-Robo 4 in einer 1:50 Verdiinnung bzw. 150 pl
dd-H,O fiir die Negativkontrolle und 150 ul anti-CD31 Antikorper als Positivkontrolle. Die Ge-
webeschnitte wurden bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte 3mal
jeweils 5 min in PBS-Tween Losung gewaschen. Darauthin wurden die Schnitte fiir 20 min mit
dem biotinylierten Sekundarantikorper anti-Goat bzw. anti-Rabbit behandelt. Nach wiederholtem
3maligem 5 min Waschen mit PBS-Tween Losung wurden jeweils 150 pl Streptavidin Peroxida-
se dazugegeben. Es folgte das Waschen der Schnitte von 2 mal 5 min mit PBS-Tween Losung
und 1mal Waschen von 5 min mit TBS-Tween Losung. Fiir die Farbentwicklung wurden die
Schnitte fiir 5 min mit DAB behandelt und anschlieBend 3 mal 5 min mit TBS-Tween Losung
gewaschen und 30 sec mit Himalaun nach Mayer gegengeféarbt. AnschlieBend erfolgte die De-
hydration der Schnitte fiir jeweils 1 min in 70%, 96%, 100% Ethanol und Fixierung 2 mal 5 min
in Xylol und Eindeckung.

4.4.5 Bewertungsskala der immunhistochemischen Farbung

Die immunhistochemische Farbung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie
Charit¢ Campus Benjamin Franklin evaluiert. Es wurde der prozentuale Anteil der gefarbten
Zellen, die angefarbten Zellstrukturen und die Intensitét der positiven Zellfairbung beurteilt. Dazu
wurde eine Bewertungsskala erstellt: der Wert (0) entsprach keiner Farbung, (+/-) entsprach kei-
ner eindeutigen Farbung, der Wert (+) einer schwachen Fiarbung, der Wert (++) einer intermedié-

ren Farbung und der Wert (+++) einer starken Farbung.
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4.5 In-Situ Hybridisierung

4.5.1 Allgemeines

Die In-situ-Hybridisierung (ISH) ist eine Methode um Nukleinsduren (RNA oder DNA) in Ge-
weben nachzuweisen. Die in situ Hybridisierung, beruht auf der Paarung von komplementiren
Basen auf zwei Nukleinsdure-Einzelstrangen. Einer der beiden kommt dabei von einer kiinstlich
hergestellten und markierten Sonde, der andere liegt im Praparat vor und soll nachgewiesen wer-
den. Bei der von uns durchgefiihrten ISH wurden mit Digoxigenin (DIG) markierte Robol und
Robo4 RNA Sonden verwendet. Diese Sonden werden mit Hilfe des DIG ,welches mit Chromo-
gen Nitroblau Tetrazolium Salz/5-bromo-4-chromo-3-indolyl Phosphat (NBT/BCIP) eine braune

Farbreaktion eingeht, sichtbar gemacht.

4.5.2 Herstellung der RNA-Sonden

Die Robo4 Sequenz, sowie die Robol Sequenz der Nukleotide 1250 bis 1820 wurden aus Huvec
Zellen als RNA isoliert und in cDNA transkribiert. Die Transkriptionsprodukte wurde daraufhin
mittels PCR amplifiziert und wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben in pPGEM® T-Easy Plasmid klo-
niert. Die rekombinanten Klone wurden isoliert und die Authenzitit der Sequenz durch Sequen-
zierung bestétigt. Anschlieend erfolgte die Linearisierung der Plasmid DNA mittels Pstl Re-
striktionsendonuclease und die Purifizierung der DNA mittels Phenol/Chloroform Extraktion wie
in Kapitel 4.2.4 beschrieben, sowie die photometrische Konzentrationsbestimmung der dd-

cDNA.

4.5.3 Digoxigeninmarkierung der RNA-Sonden
Die cDNA wurde mittels DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) ® in vitro in cRNA transkribiert und

Digoxigenin (DIG) markiert. Dafiir wurde 1pg purifizierte cDNA in ein steriles RNAse freies
Eppendorf GefdB tiberfiihrt und dieses mit DMPC H,O auf ein Gesamtvolumen von 13 pl aufge-
fiillt. Das Reaktionsgefal wurde auf Eis gelagert und 2 pl 10x NTP Labeling mixture Reagenz, 2
ul 10x Transcription Buffer Reagenz, 1 pl Protector RNAse Inhibitor Reagenz, sowie 2 ul RNA
Polymerase SP6 fiir die anti-sense cRNA bzw. 2 ul RNA Polymerase T7 fiir die sense cRNA
hinzugefiigt. Die Mixtur wurde durch mehrmaliges invertieren gemischt, kurz zentrifugiert und
anschlielend fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden 2 pl DNAse | Enzym zur Entfer-
nung von cDNA Restbestdnden hinzugefiigt und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Hinzufiigen von 2 pl 0,2 M EDTA Losung (pH 8,0) gestoppt. Zur Qualitdtskontrol-
le wurden die Proben mittels Gel-Elektrophorese und Ethidiumbromid Féarbung iiberpriift.
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4.5.4 Qualitatskontrolle der DIG-Markierung

Fiir optimale und reproduzierbare Hybridisierungsresultate wurden die Quantitit und die Effek-
tivitdit der DIG markierten Proben getestet. Dafiir wurden zunéchst auf eine Nylon Membran
jeweils 1 pl DIG Label RNA Proben und 1 pl Kontroll-RNA in unterschiedlichen Konzentrati-
onslosungen (10 ng/ul, 10 pg/ul, 3 pg/ul, 1 pg/ul, 0,3 pg/ul, 0,1 pg/ul, 0,03 pg/ul, 0,01 pg/ul)
aufgetragen. Die Nukleinsduren wurden durch erhitzen der Nylonmembran fiir 30 min bei 120°C
fixiert. Zur farblichen Identifizierung der Nukleinsduren auf der Membran wurde nach dem Pro-
tokoll des DIG Nucleic Detection Kits die Nylonmembran zunichst kurz in dem DIG Waschpuf-
fer eingeweicht. Darauthin erfolgte die Inkubation der Membran fiir 30 min in 100 ml DIG
Blocking Losung. Dafiir wurde das im Kit enthaltene DIG Blocking Reagenz in 0,1 M Malein-
sdaurepuffer in einer Konzentration von 10% (v/v) durch schiitteln und kurzes Erhitzen in der
Mikrowelle bei 800 W gelost und die Losung autoklaviert. Diese Grundlésung wurde zur Her-
stellung der DIG Blocking Lésung in einem Verhéltnis von 1:10 mit 0,1 M Maleinsdurepuffer
verdiinnt. Nach der Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen der Nukleinsduren erfolgte
die Inkubation der Membran fiir 30 min in 20 ml DIG Antikorper-Lésung zur Bindung der anti-
korperkonjugierten alkalischen Phosphatase an die Nukleinsduren. Dafiir wurden 4 pl alkalische
Phosphatase verbundene Anti-DIG Antikorper in einem Verhiltnis von 1:5000 mit Blocking
Reagenz verdiinnt. Darauthin erfolgte das Waschen der Membran fiir 2 mal 15 min mit DIG
Waschpuffer. AnschlieBend wurde die Membran fiir 5 min in 20 ml DIG Detektionspuffer equil-
libriert. Abschlieend wurde die Membran zur Visualisierung der Antikorper Bindungen in ei-
nem lichtundurchlissigen Container in 10 ml frisch zubereiteter Farbreagenz Losung tiberfiihrt.
Fiir diese Losung wurden 200 pl NBT/BCIP Reagenz in 10 ml DIG Detektionspuffer tiberfiihrt.
Nach einigen Minuten zeigte sich eine indigodunkelblaue Farbung der DIG markierten Proben.
Anhand des Vergleichs der RNA-Proben mit den Kontroll-RNA Proben konnte so die Effektivi-
tat der DIG-Label Prozedur ermittelt werden.

4.5.5 Gewebeschnitte fir In-Situ Hybridisierung

Es wurden 1 um dicke Schnitte mit dem Rotationsmikrotom angefertigt, die auf silanbeschichte-

te Objekttrager aufgetragen wurden und bei 37° C im Inkubator 24 h trockneten.

4.5.6 In-Situ Hybridisierung

Nun erfolgte die eigentliche In-Situ Hybridisierung nachdem modifizierten Protokoll des ,,non-
radioactive In Situ Hybridisation Application Manual (Roche Applied Sciences). Die Gewebe-
schnitte wurden 16 h in Xylol entparaffiniert und nachfolgend jeweils 5 min in 70%, 96% und
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100% Ethanol dehydriert. Daraufhin wurden die Schnitte zweimal 5 min in TBS Losung gewa-
schen. Nachfolgend wurden die Schnitte mit 1pug/ml RNAse freie Proteinkinase K, die in 20 mM
TBS (pH 7,4) versetzt mit 2 mM CaCl, geldst wurde, fiir 30 min inkubiert um die Proteinstruktu-
ren um die Nukleinsduren zu entfernen. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal 5 min in
TBS Losung gewaschen und danach 10 min in TBS / 0,1 M Triethanolaminpuffer (pH 8,0) +
0,25% (v/v) Acet-Anhydrid Losung inkubiert. Um Hintergrundfarbungen zu reduzieren wurden
die Schnitte fiir 1 h bei 44 °C prahybridisiert. Dies erfolgte durch Inkubation mit Prehybridizati-
on Mix Reagenz (Roche Applied Science), welches 50% (v/v) deionisiertes Formaid enthalt.
Daraufhin wurden die Schnitte {iber Nacht fiir 16 h bei 45°C im Hybridisierungspuffer, welcher
5 pg/ml Digoxigenin markierte RNA enthélt, inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte das Waschen
fiir 30 min mit 2x SSC Puffer, danach fiir 1 h mit 1x SSC Puffer, 1,5 h mit 0,5 x SSC Puffer und
fir 1 h mit 1 x SSC Puffer bei 53° C im Wasserbad. Danach wurden die Schnitte zweimal in 0,5
x SSC Puffer fiir 10 min gewaschen und anschliefend zweimal fiir 10 min in 0,2 x SSC Puffer.
AnschlieBend wurden die Objekttrager 10 min in TBS Losung gewaschen und mit Block Puffer,
welcher 10% Kalberfotus-Serum in TBS gelost enthélt, fiir 30 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Daraufhin wurden die Schnitte tiber Nacht bei 4°C in einer 1:5000 Verdiinnung von anti-
DIG Fab Fragment Reagenz gelost in Block Puffer, inkubiert. Dann wurden die Schnitte zur
Farbentwicklung mit in 10 ml Aqua Destillate geloste NBT/BCIP Tabletten behandelt und in
einem lichtundurchléssigen Container fiir 5 min bis zu 48 h, bis zur vollen Farbentwicklung ge-
lagert. Die Farbreaktion wurde beendet durch das Waschen der Schnitte in TBS Losung. Ab-

schlieBend wurden die Schnitte mit Aquapolymount eingedeckt.

4.5.7 Bewertungsskala der in-situ Hybridisierung

Die in-situ Hybridisierung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie Charité
Campus Benjamin Franklin evaluiert. Es wurde die Farbreaktion mit spezifischen Zellstrukturen
als positives Signal (positiv) bzw. bei keiner Farbreaktion als negatives Signal (negativ) bewer-
tet. Als Kontrolle galt die Anfiarbung von das Housekeeping-Gen p2-Mikroglobulin exprimie-
renden Strukturen als Positiv- bzw. Negativkontrolle. Ein sehr schwache bzw. nichteindeutige

Anfarbung wurde mit dem Wert (+/-) beurteilt.
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4.6 Statistische Methoden

Zur deskriptiven und statistischen Analyse der Daten wurde das Programm SysStat 12 und zur
graphischen Darstellung das Programm SigmaPlot10.0 verwendet. Alle durch die Analyse der
Relative Quantification Software gewonnenen Expressionsdaten wurden zundchst mittels des
Kolmogorow-Smirnow-Tests auf Normalverteilung getestet. Zur Uberpriifung wurden die Daten
ebenfalls mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung untersucht. Bei nicht normalverteil-
ten Daten wurde fiir die Analyse der statistischen Signifikanz der Wilcoxon-Vorzeichen Rangtest
verwendet. Fiir die Korrelationsanalyse der Real-Time PCR Ergebnisse mit den Ergebnissen der
Immunhistochemie wurde eine Rangkorrelationsanalyse nach Spearman durchgefiihrt. Dafiir
wurde die Evaluierungsskala der Immunhistochemie in Zahlenwerte transformiert: 3 (+++), 2
(++), 1 (+), 0,5 (+/-) und daraus das Verhéltnis von Tumorgewebefarbungsintensitit gegeniiber
Normalgewebefdarbungsintensitit kalkuliert. Die entsprechenden Werte wurden mit dem T/N

Quotienten der Real-Time PCR Analyse korreliert.
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5. Ergebnisse

5.1 Patienten und Gewebeproben

Es wurden 50 Patienten mit kolorektalem Karzinom auf ihre Expression der Gene Robol, Robo4
und Slit2 untersucht. Die Gewebeproben wurden von zwei unabhédngigen Begutachtern vor der
Makrodissektion anhand eines Kryoschnittes nach HE-Féarbung auf ihre Qualitdt untersucht.
Ausschlusskriterien fiir die Verwendung zur Makrodissektion waren in den Tumorproben das
Vorhandensein von Adenom-Gewebe, sowie zerstorte Gewebezonen (Tumornekrosen bzw. Ge-
frierartefakte). Die Normalgewebeproben wurden ebenfalls auf ihre Qualitédt hinsichtlich Lage-
rungsartefakte bestimmt. Das mediane Alter der untersuchten Patienten betrug 63 Jahre. 46% der
Patienten waren ménnlich, 54% der Patienten waren weiblich. Damit liegt der mediane Alters-
durchschnitt der untersuchten Patienten im Bereich des Medians des Erkrankungsalters in
Deutschland von 65,4 Jahren bei Diagnosestellung [1]. Die Verteilung der T-Kategorie im unter-
suchten Patientengut zeigt fiir 26% ein T2-Stadium, fiir 66% ein T3-Stadium und fiir 8% ein T4-

Stadium.
uIcCl uviccCll uvICC Il uvicCIv Gesamt

Patienten 11 15 14 10 50
Alter bei Diagnose 63 (38-87) 66 (39-80) 60 (22-84) 61 (50-76) 63 (22-87)
Geschlecht

Mannlich 5 7 6 5 23
Weiblich 6 8 8 5 27
Tumorlokalisation

Kolon 2 10 6 5 23
Rektum 9 5 8 5 27
T-Kategorie

T2 11 0 2 0 13
T3 0 5 11 7 33
T4 0 0 1 3 4
Grading

G2 9 6 6 3 24
G3 2 9 8 7 26
Tab. 8 : Tabellarische Ubersicht der Patienten nach UICC Stadieneinteilung im Hinblick auf Alter, Ge-

schlecht, Tumorlokalisation, T-Kategorie und Tumor Grading
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5.2 Ergebnisse der Real-Time PCR

5.3.1 Ergebnisse der Expression von Robol auf RNA/DNA-Ebene

Die mit dem LightCycler® gemessenen und kalkulierten relativen Expressionswerte fiir Robol
lagen fiir die Tumorgewebeproben zwischen minimal 3,24 und maximal 209,0. Das arithmeti-
sche Mittel lag bei 40,92; der Median lag bei 25,6 (Standardabweichung 41,49). Die Werte fiir
die Normalgewebeproben lagen zwischen minimal 1,5 und maximal 43,1. Der Mittelwert lag bei
11,3; der Median lag bei 9,8 (Standardabweichung 8,69). Fiir das Verhiltnis Tumor gegeniiber
Normalgewebe (T/N) ergaben sich ein Minimum von 0,21 und ein Maximum von 45,55. Der
Mittelwert betrug 5,82; der Median betrug 8,44. Insgesamt zeigte Robol in 78% (39/50) eine
Uberexpression im Tumorgewebe gegeniiber dem Normalgewebe. In 42% der Patienten (21/50)
konnte eine 4fache Uberexpression von Robol im Tumorgewebe demonstriert werden, in 14%
der Tumorgewebeproben sogar eine 12fach hohere Expression mit einem Maximum einer 45fach
hoheren Expression im Tumorgewebe gegeniiber dem Normalgewebe. Tumor- und Normalge-
webeproben waren nach dem Kolmogorow-Sminrnow-Test nicht normalverteilt. Der daraufhin
angewandte nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir zwei Variablen zeigte ein
Signifikanzniveau von p < 0,00001. Die Ergebnisse sind in der Anhang-Tabelle 1 genau aufge-
fiihrt. Die Analyse der Expressionsverhédltnisse von Tumor- gegeniiber Normalgewebe (T/N) in
Relation zu den UICC Stadien ergab fiir Robol im UICC Stadium I ein Mittelwert von 4,08 und
ein Median von 2,95. Im UICC Stadium II ergab sich ein Mittelwert von 6,63 und ein Median
von 3,46. Der Mittelwert bzw. Median fiir UICC III betrug 5,75 bzw. 3,57. Der Mittelwert bzw.
Median fiir UICC IV betrug 6,15 bzw. 3,23. Eine Analyse und Zusammenfassung der nichtmeta-
statische UICC-Stadien I und II ergab ein Mittelwert bzw. Median von 5,40 und 3,07. Fiir die
metastatischen Stadien UICC III und IV ergaben sich Mittelwert bzw. Median von 5,94 und
3,23. Die statistische Analyse mittels des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ergab keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den einzelnen UICC Stadien bzw. zwischen UICC I-II und UICC III-
IV. Die N-Ratio Werte im Verhéltnis Tumor- gegeniiber Normalgewebe fiir Robol sind in Ab-
bildung 7 graphisch dargestellt.
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Abbildung 7:  Graphische Darstellung der N-Ratio Werte von Robol, die durch Real-Time PCR ermittelt
wurden. Der Boxplot zeigt Median, oberes und unteres Quartil, sowie Minimum und Maximum

der Tumor- und Normalgewebeproben.

5.3.2 Ergebnisse der Expression von Robo4 auf RNA/DNA-Ebene

Die mit dem LightCycler® gemessenen und kalkulierten relativen Expressionswerte fiir Robo4
lagen fiir die Tumorgewebeproben zwischen 0,06 und 2,1. Der Mittelwert lag bei 0,58; der Me-
dian lag bei 0,43 (Standardabweichung 0,499). Die Werte flir die Normalgewebeproben lagen
zwischen 0,05 und 1,35. Das arithmetische Mittel lag bei 0,32; der Median lag bei 0,22 (Stan-
dardabweichung 0,252). Fiir das Verhéltnis Tumor gegeniiber Normalgewebe (T/N) ergaben sich
ein Minimum von 0,22 und ein Maximum von 18,26. Der Mittelwert betrug 2,67; der Median
betrug 1,78. Insgesamt zeigte Robo4 in 72% (36/50) eine Uberexpression im Tumorgewebe ge-
geniiber dem Normalgewebe. In 44% der Patienten (22/50) konnte eine 2 fache Uberexpression
von Robol im Tumorgewebe demonstriert werden, in 16% der Tumorgewebeproben eine 4fach
hohere Expression mit einem Maximum einer 18fach hoheren Expression im Tumorgewebe ge-
geniiber dem Normalgewebe. Tumor- und Normalgewebeproben waren nach Kolmogorow-
Sminrnow-Test nicht normalverteilt. Der daraufhin angewandte nicht-parametrische Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangtest fiir zwei Variablen zeigte ein Signifikanzniveau von p < 0,001. Die Ergeb-
nisse sind in der Anhang-Tabelle 2 genau aufgefiihrt. Bei Analyse des Expressionsverhéltnisses
von Tumor- gegeniiber Normalgewebe (T/N) in Relation zu den UICC Stadien ergab sich fiir
Robo4 im UICC Stadium I ein Mittelwert von 2,40 und ein Median von 1,47. Im UICC Stadium
II ergab sich ein Mittelwert von 2,48 und ein Median von 1,57. Der Mittelwert bzw. Median fiir
UICC III betrug 2,34 bzw. 1,98; der Mittelwert bzw. Median fiir UICC IV betrug 3,71 bzw. 2,06.
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Eine Analyse und Zusammenfassung der nichtmetastatische UICC-Stadien I und II ergab ein
Mittelwert bzw. Median von 2,45 und 1,77. Fiir die metastatischen Stadien UICC III und IV er-
gaben sich Mittelwert bzw. Median von 3,01 und 2,04. Die statistische Analyse mittels des Wil-
coxon-Vorzeichen-Rangtest ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
UICC Stadien bzw. zwischen UICC I-II und UICC III-IV. Die N-Ratio Werte im Verhiltnis
Tumor- gegeniiber Normalgewebe fiir Robo4 sind in Abbildung 8 graphisch dargestellt.
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Abbildung 8:  Graphische Darstellung der N-Ratio Werte von Robo4, die durch Real-Time PCR ermittelt
wurden. Der Boxplot zeigt Median, oberes und unteres Quartil, sowie Minimum und Maximum

der Tumor- und Normalgewebeproben.

5.3.3 Ergebnisse der Expression von Slit2 auf RNA/DNA-Ebene

Die mit dem LightCycler® gemessenen und kalkulierten relativen Expressionswerte fiir Slit2
lagen fiir die Tumorgewebeproben zwischen 0,08 und 50,1. Der Mittelwert lag bei 7,26; der Me-
dian lag bei 3,86 (Standardabweichung 10,31). Die Werte flir die Normalgewebeproben lagen
zwischen 0,04 und 106. Der Mittelwert lag bei 14,39; der Median lag bei 7,46 (Standardabwei-
chung 20,71). Fiir das Verhéltnis Tumor gegeniiber Normalgewebe (T/N) ergaben sich ein Mi-
nimum von 0,02 und ein Maximum von 10,36. Der Mittelwert betrug 1,43; der Median betrug
0,62. Insgesamt konnte in 68% (34/50) eine reduzierte Expression von Slit2 im Tumorgewebe
gegeniiber dem Normalgewebe nachgewiesen werden. 42% der Patienten (21/50) zeigten eine
2fach herunter regulierte Expression von Slit2 im Tumorgewebe. In 32% (16/50) der Tumorge-
webeproben konnte eine méBige Uberexpression von Slit2 detektiert werden. 16% (8/50) zeigten
eine 2 fache Uberexpression von Slitt2 im Tumor- gegeniiber dem Normalgewebe. Tumor- und

Normalgewebeproben waren nach Kolmogorow-Sminrnow-Test nicht normalverteilt. Der dar-
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authin angewandte nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest fiir zwei Variablen fiir
die Annahme das Slit2 im Normalgewebe iiberexprimiert im Vergleich zum Tumorgewebe ist,
zeigte ein Signifikanzniveau von p < 0,005. Die Ergebnisse sind in der Anhang-Tabelle 3 genau
aufgefiihrt. Bei Analyse des Expressionsverhiltnisses von Tumor- gegeniiber Normalgewebe
(T/N) in Relation zu den UICC Stadien ergab sich fiir Slit2 im UICC Stadium I ein Mittelwert
von 1,05 und ein Median von 0,53. Im UICC Stadium II ergab sich ein Mittelwert von 1,03 und
ein Median von 0,62. Der Mittelwert bzw. Median fiir UICC III betrug 1,53 bzw. 0,41; der Mit-
telwert bzw. Median fiir UICC IV betrug 2,30 bzw. 0,99. Eine Analyse und Zusammenfassung
der nichtmetastatische UICC-Stadien I und II ergab ein Mittelwert bzw. Median von 1,03 und
0,58. Fiir die metastatischen Stadien UICC III und IV ergaben sich Mittelwert bzw. Median von
1,89 und 0.65. Die statistische Analyse mittels des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen UICC Stadien bzw. zwischen UICC I/II und
UICC II/IV. Die N-Ratio Werte im Verhéltnis Tumor- gegeniiber Normalgewebe fiir Slit2 sind
in Abbildung 9 graphisch dargestellt.
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Abbildung 9:  Graphische Darstellung der N-Ratio Werte von Slit2, die durch Real-Time PCR ermittelt wurden.
Der Boxplot zeigt Median, oberes und unteres Quartil, Minimum und Maximum, sowie die

Ausreifler der Tumor- und Normalgewebe-proben.
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5.4 Immunhistochemie

5.4.1 Immunhistochemische Ergebnisse fiir Robol

Die immunhistochemische Fiarbung von Robol wurde an in Paraffin eingebetteten Gewebe-
schnitten von 25 Patienten durchgefiihrt. In 8 Féllen war korrespondierendes Normalgewebe
nicht vorhanden. Es zeigte sich eine zytoplasmatische Farbung der normalen Mucosa sowie der
Tumorepithelzellen. In allen 25 Gewebeproben lief3 sich eine spezifische Farbung der Tumore-
pithelzellen darstellen. 10 Patientenproben zeigten eine starke Anfarbung (+++), 13 Proben zeig-
ten eine moderate Anfarbung (++) und in 2 Proben lief sich nur eine schwache Anfarbung (+)
der Tumorepithelstrukturen zeigen. Eine spezifische Anfarbung von Gefdlendothelstrukturen
lieB sich nicht darstellen. Insgesamt zeigte sich eine durchgehende Anfarbung der Tumorepithel-
zellen fiir Robo 1 (70-90%) In der immunhistochemischen Analyse der 25 Patientenproben wa-
ren in 17 Fillen sowohl Tumor- als auch Normalgewebe vorhanden. In 64 % (11/17) zeigte sich
eine hohere Intensitit der Farbung im Tumorgewebe gegeniiber dem Normalgewebe. In 47%
(8/17) zeigte sich eine vergleichbare Fiarbungsintensitdt. Eine stirkere Anfarbung des Normal-
gewebes im Vergleich zum Tumorgewebe zeigte sich nicht [Tabelle 9]. Die Abbildungen A und
B zeigen die immunhistochemische Fiarbung fiir Robol im Normalepithel und Tumorgewebe.
Das Normalepithel wird in Abb. A schwach in allen Bereichen der Kolonkrypten angeférbt (—).
Es zeigt sich eine zytoplasmatische Anfdarbung. Der Zellkern wird nicht angefarbt. Insgesamt
zeigt sich ein leichtes Uberwiegen der Anfirbung der oberflichlichen normalen Kolonepithelzel-
len. Die Epithelzellen der tiefen Krypten werden vergleichsweise schwicher angefarbt. Da Tu-
morepithel farbt sich in Abb. B stark an (—). Es zeigt sich ebenfalls eine Anfarbung des Zyto-
plasmas ohne Kernfarbung. Die Farbungsintensitét ist in allen Bereichen der Tumorzellen gleich

intensiv ausgepragt.
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Abb. A: Immunhistochemie fiir Robol: Anfarbung des normalen Kolonepithels (—) Antikoérper
Robol (I-20) Goat Ig-G. VergroBerung 20fach. Zytoplasmatische Farbung.

Abb. B: Immunhistochemie fiir Robol: Anfirbung des Tumorepithels (—). Antikorper Robol (I-20)
goat Ig-G. Vergroferung 20fach. Zytoplasmatische Farbung.
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Robol-Ergebnisse Immunhistochemie

Pat.-Nr. UICC Stadium FarbungTin% IntensitatT Farbung N
1 1] 90 ++ positiv
2 1] 90 +++ positiv
3 1] 100 ++ positiv
4 1] 80 +++ positiv
5 1] 100 ++ n.v.
6 1l 100 +++ n.v.
8 I 90 +++ n.v.
9 \Y) 80 ++ n.v.
13 1] 100 +++ positiv
17 1] 100 ++ n.v.

22 Il 100 ++ positiv
23 Il 90 ++ positiv
24 Il 90 ++ positiv
25 1] 100 +++ positiv
26 | 70 + n.v.

27 I 100 +++ n.v.

31 | 90 ++ positiv
32 | 100 ++ positiv
34 Il 90 ++ positiv
40 1] 80 + positiv
44 | 100 ++ positiv
45 1] 100 +++ positiv
47 1\ 100 ++ n.v.

49 1l 100 +++ positiv
50 1 90 +++ positiv

Intensitat N CD 31
+ positiv
+ positiv

++ positiv
++ positiv
n. v. positiv
n. v. positiv
n. v. positiv
n. v. positiv
+ positiv
n. v. positiv
++ positiv
++ positiv
++ positiv
+++ positiv
n. v. positiv
n. v. positiv
+ positiv
++ positiv
+ positiv
+ positiv
+ positiv
+ positiv
n. v. positiv
+ positiv
+ positiv

Tabelle 9:  Tabellarische Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung von Robolfiir 25 Patienten: die Inten-
sitdt T (Tumor) bzw. Intensitdt N (Normal) zeigt die Werte der Evaluierungsskala starke Anfarbung
(+++), moderate Anfarbung (++), schwache Anfarbung (+), keine eindeutige Gewebefarbung (+/-)
oder keine Farbung (0). Firbung N zeigt an ob im Normalgewebe eine Anfirbung stattgefunden hat

(positiv/negativ) oder ob das Normalgewebe nicht vorhanden war (n. v.). CD 31 zeigt die Qualitits-

kontrolle.

5.4.2 Immunhistochemische Ergebnisse fiir Robo4

Die immunhistochemische Fiarbung von Robo4 wurde an in Paraffin eingebetteten Gewebe-
schnitten von 25 Patienten durchgefiihrt. In 8 Féllen war korrespondierendes Normalgewebe
nicht vorhanden. Es zeigte sich insgesamt eine moderate bis schwache Anfiarbung der Gewebe-
schnitte. Die normale Mucosa wurde bzw. die Tumorepithelzellen wurden durchgehend nicht
angeférbt. Die durch den Robo4 Antikorper angefarbten Strukturen lieBen sich als in das Tumor-
gewebe eingebettete Gefdllendothelien identifizieren. In 20 von 25 Gewebeproben lieB3 sich eine

spezifische Farbung der Gefdllendothelien darstellen. 6 Patientenproben zeigten eine moderate
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Anfarbung (++), 14 Proben zeigten eine schwache Anfarbung (+) und in 5 Proben lieB sich keine
eindeutige Anfarbung (+/-) der GefdBstrukturen zeigen [Tabelle 10]. Die Abbildungen C,D und
E zeigen die immunhistochemische Farbung von Robo4. Abbildung C zeigt normales Kolone-
pithel. Eine Anfarbung von Gewebestrukturen lasst sich nicht erkennen. Lediglich im unteren
Teil der Abbildung sind Artefakt-Farbungen zu verzeichnen. Die Abbildungen D und E zeigen
Tumorgewebe. Es farben sich angeschnittene Gefalendothelien im Tumorgewebe an (—). Es

zeigt sich keine spezifische Anfarbung von Robo4 in Tumorepithelzellen.

Abb. C: Immunhistochemie fiir Robo4 Normalgewebe. Keine Anféarbung von Normalgewebe.
Es kommt lediglich zu einer geringen Artefaktfairbung (—). Antikorper Robo4 rabbit Ig-G.
Vergroferung 10fach.
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Abb. D: Immunhistochemie fiir Robo4. Anfarbung von GefaB3endothelien (—) im Tumorgewebe.
Antikoérper Robo4 rabbit Ig-G. Vergroflerung 10fach. Zytoplasmafarbung.

Abb. E: Immunhistochemie fiir Robo4. Anfiarbung von GefaBlendothelien (—) im Tumorgewebe.
Antikoérper Robo4 rabbit Ig-G. Vergroferung 10fach. Zytoplasmatische Anférbung.
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Robo 4-Ergebnisse Immunhistochemie

Pat.-Nr. UICC Stadium Intensitat T Farbung N Intensitat N CDh31
1 Il + negativ 0 positiv
2 Il + negativ 0 positiv
3 Il +/- negativ 0 positiv
4 1] +/- positiv +/- positiv
5 1l + n.v. n..v positiv
6 1l + n.v. n..v positiv
8 Il + n.v. n..v positiv
9 v ++ n.v. n..v positiv
13 Il + negativ 0 positiv
17 I + n.v. n..v positiv
22 Il + negativ 0 positiv
23 Il + negativ 0 positiv
24 Il ++ negativ 0 positiv
25 Il ++ negativ 0 positiv
26 | + n.v. n..v positiv
27 Il ++ n.v. n..v positiv
31 | +/- positiv +/- positiv
32 | + negativ 0 positiv
34 Il +/- negativ 0 positiv
40 Il + negativ 0 positiv
44 | +/- negativ 0 positiv
45 Il + positiv + positiv
47 v + n.v. n..v positiv
49 I ++ negativ 0 positiv
50 11} ++ positiv +/- positiv

Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung von Robo4 fiir 25 Patienten: die In-
tensitdt T (Tumor) bzw. Intensitdt N (Normal) zeigt die Werte der Evaluierungsskala starke Anfar-
bung (+++), moderate Anfiarbung (++), schwache Anfirbung (+), keine eindeutige Gewebefiarbung
(+/-) oder keine Farbung (0). Farbung N zeigt an ob im Normalgewebe eine Anfiarbung stattgefunden
hat (positiv/negativ) oder ob das Normalgewebe nicht vorhanden war (n. v.). CD 31 zeigt die Quali-

tatskontrolle.
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5.4.3 Immunhistochemische Ergebnisse fiir S1it2

Die immunhistochemische Féarbung von Slit2 wurde ebenfalls an in Paraffin eingebetteten Ge-
webeschnitten von 25 Patienten durchgefiihrt. In 8 Féllen war korrespondierendes Normalgewe-
be nicht vorhanden. Es zeigte sich insgesamt eine moderate bis starke Anfarbung der Gewebe-
schnitte. Die normale Mucosa bzw. die Tumorepithelzellen wurden durchgehend angefarbt. Es
lie sich kein spezifischer Unterschied in der Farbungsintensitit zwischen Tumor- und Normal-
gewebe erkennen [Tabelle 11]. Die Abbildungen F und G zeigen die immunhistochemische An-
farbung von Slit2 im Gewebe. Es lésst sich keine spezifische Farbung erkennen. Die Kolone-
pithelien des Normalgewebes in Abbildung F sind moderat angefarbt. Die Tumorepithelien in
Abbildung G sind ebenfalls unspezifisch moderat angefarbt. Eine spezielle Anfarbung von Gefa-

Bendothelien ldsst sich nicht erkennen.

Abb. F : Immunhistochemie fiir Slit2 : Anfiarbung von Normalgewebeepithel (—). Antikoérper Slit2
(E-20) goat Ig-G. Vergroflerung 20fach. Zytoplasmatische Anférbung.

51



Abb. F : Immunhistochemie fiir Slit2 : Anfarbung von Tumorepithel (—). Antikorper Slit2 (E-20)
goat Ig-G. VergroBerung 10fach. Anfirbung des Tumorepithelzytoplasmas.
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Slit 2-Ergebnisse Immunhistochemie

Pat.-Nr. UICC Stadium  FarbungTin% IntensitditT  Farbung N
1 Il 100 ++ positiv
2 Il 100 ++ positiv
3 Il 100 ++ positiv
4 Il 80 +++ positiv
5 11} 100 ++ n.v.
6 11} 100 ++ n.v.
8 Il 90 ++ n.v.
9 v 90 ++ n.v.
13 Il 100 +++ positiv
17 11} 100 ++ n.v.
22 Il 100 ++ positiv
23 Il 90 ++ positiv
24 Il 90 ++ positiv
25 Il 100 +++ positiv
26 I 70 + n.v.
27 Il 100 ++ n.v.
31 I 90 positiv
32 I 100 positiv
34 Il 100 ++ positiv
40 Il 90 + positiv
44 I 100 ++ positiv
45 Il 100 ++ positiv

47 \% 100 ++ n.v.
49 11 100 + positiv
50 11 80 ++ positiv

Intensitat N

++

+

++

+++

S 3 5 S
< < < <

++

++
+++
++
+++
n..v
n..v

++
+++
+
++
++
n..v
+

++

Cch31
positiv

positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv
positiv

positiv

Tabelle 11: Tabellarische Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung von Slit2 fiir 25 Patienten: die Intensi-
tdt T (Tumor) bzw. Intensitit N (Normal) zeigt die Werte der Evaluierungsskala starke Anfarbung
(+++), moderate Anfarbung (++), schwache Anfarbung (+), keine eindeutige Gewebefarbung (+/-)
oder keine Farbung (0). Firbung N zeigt an ob im Normalgewebe eine Anfirbung stattgefunden hat
(positiv/negativ) oder ob das Normalgewebe nicht vorhanden war (n. v.). CD 31 zeigt die Qualitits-

kontrolle. Tabellarische Ubersicht der immunhistochemischen Anfirbung von Slit2 fiir 25 Patienten.

5.5 In-Situ Hybridisierung

Zur weiteren Verifizierung der Ergebnisse der Real-Time PCR und der Immunhistochemie wur-
de fiir die Zielgene Robol und Robo4 eine in-situ Hybridisierung durchgefiihrt. Da sich fiir Slit2
in der Real-Time PCR nicht signifikante Unterschiede in den Expressionsintensititen zwischen
Tumor- und Normalgewebe ergeben haben und die Anfarbungsintensitét in der Immunhistoche-
mie keine spezifischen Unterschiede zeigte, wurde auf die in-situ Hybridisierung fiir Slit2 ver-
zichtet. Die nichtradioaktive in-situ Hybridisierung mit farbgebenden Enzymen dient als direkter

Nachweis einer mRNA Aktivitdt des spezifischen Zielgens im Gewebe. Es wurde an 10 Patien-
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tenproben aus Paraffinschnitten, die mit Digoxigenin gekoppelte mRNA fiir Robol und Robo4
hybridisiert. Die in-situ Hybridisierungsreaktion wurde an Tumor- und Normalgewebeproben
der 10 Patienten durchgefiihrt. Evaluierungskriterien waren die positive bzw. negative Reaktion

und die Zuordnung zu zellspezifischen Strukturen.

5.5.1 In-Situ Hybridisierung fiir Robol

Robol zeigte in lediglich 6 von 10 Proben im Tumorgewebe der Paraffinschnitte ein positives
Signal [Abb. H]. Im Normalgewebe lie3 sich Robol durch in-situ Hybridisierung nicht nachwei-
sen [Abb. I]. Das Verteilungsmuster der Hybriden im Gewebeschnitt der Tumorproben war ver-
gleichbar mit dem Muster der Tumorepithelzellenverbidnde in den immunhistochemischen
Schnitten. Eine Farbung von GefaBstrukturen im Verlauf der interzelluldren Bindegewebestral3en
lie sich nicht erkennen. Die Positiv-Kontrolle mit der 2 Mikroglobulin Sonde zeigte ebenfalls
in 6 von 10 Proben ein gutes positives Signal. Weitere 4 Proben zeigten ein nicht eindeutiges

bzw. gar kein Signal [Tab. 12].

Abb. H: In-Situ Hybridisierung fiir Robol: Anfarbung von Tumorepithelzellen (—). VergroBerung
10fach.
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Abb.1: In-Situ Hybridisierung fiir Robol: Normalgewebe ohne positives Signal. Vergrof3erung
10fach.

Robol-Ergebnisse In-Situ Hybridisierung

Pat.-Nr. Farbung T Farbung Struktur Farbung N B2 Mikroglobulin
2 positiv Tumorepithel negativ positiv
4 positiv Tumorepithel negativ positiv
13 positiv Tumorepithel negativ positiv
24 negativ keine negativ +/-
25 negativ keine negativ +/-
32 positiv Tumorepithel negativ positiv
44 negativ keine negativ negativ
45 positiv Tumorepithel negativ positiv
47 negativ keine negativ +/-
49 positiv Tumorepithel negativ positiv

Tab. 12: In-Situ Hybridisierung fiir Robol: Farbung T bzw. N zeigt ob eine positives oder negatives Signal im
Tumorgewebe (T) bzw. Normalgewebe vorliegt. p2 Mikroglobulin zeigt an ob eine positives, sehr

schwaches bis nicht eindeutiges (+/-), oder kein Signal (negativ) vorliegt.
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5.3.1 In-Situ Hybridisierung fiir Robo4

Die in-situ Hybridisierung fiir Robo4 zeigte eine spezifische Anfarbung von Gefiflendothelzel-
len im Verlauf von intratumoralen Bindegewebs-Geféalstralen. 4 von 10 Patientenproben zeigten
ein eindeutig positives Signal. Das Verteilungsmuster war mit dem Verteilungsmuster von CD
31 in den immunhistochemischen Kontrollprdparaten vergleichbar. Ein positives Signal im
Normalgewebe konnte fiir Robo4 ebenfalls nicht detektiert werden. Die B2 Mikroglobulin Kon-
trolle zeigte in 6 Proben ein positives Signal. Weitere 4 Proben zeigten in der Kontrolle nur ein
nicht eindeutiges bzw. kein Signal [Tab. 13]. Dieses ist vermutlich auf die RNA Degeneration in
den vorliegenden Paraffinschnitten zuriickzufiihren. Abbildung J zeigt hier ein dunkles Anfar-
bemuster von Gefdllendothelien im Verlauf von Bindewebsstra3en innerhalb von Tumorzellver-
banden. Tumorepithelzellverbinde liefern kein positives Signal. Insgesamt zeigt sich ein schwa-
ches Signal im Bereich des Tumorgewebes. In Abbildung K zeigt sich im Normalgewebe keine
Anfarbung von Strukturen. Weder normale Epithelzellen noch GefaBBendothelzellstrukturen las-

sen sich mit einem positiven Signal fiir Robo4 darstellen.

0'* {
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Abb. J: In-Situ Hybridisierung fiir Robo4: Anfarbung von Gefdllendothelien im Verlauf von intra-

tumoralen Bindegewebe-GefafistraBen (—). VergroBerung 10fach
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. -
Abb. K: In-Situ Hybridisierung fiir Robo4: keine Anfarbung von Strukturen im Normalgewebe.
Vergroflerung 10fach.
Robo4-Ergebnisse In-Situ Hybridisierung
Pat.-Nr. Farbung T Farbung Struktur Farbung N B2 Mikroglobulin

2 negativ keine negativ positiv
4 negativ keine negativ positiv
13 negativ keine negativ positiv
24 positiv GefalRendothel negativ +/-
25 positiv GefalRendothel negativ +/-
32 negativ keine negativ positiv
44 negativ keine negativ negativ
45 positiv GefalRendothel negativ positiv
47 negativ keine negativ +/-
49 positiv GefalRendothel negativ positiv

Tab. 13: In-Situ Hybridisierung fiir Robo4: Farbung T bzw. N zeigt ob eine positives oder negatives Signal im
Tumorgewebe (T) bzw. Normalgewebe vorliegt. p2 Mikroglobulin zeigt an ob eine positives, sehr

schwaches bis nicht eindeutiges (+/-), oder kein Signal (negativ) vorliegt.
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5.6 Korrelationanalysen

5.6.1 Korrelation Immunhistochemie / Real-Time PCR Robol

Vergleicht man das Verhiltnis der Farbungsintensititen fiir Tumor- und Normalgewebe in der
immunhistochemischen Analyse mit den Ergebnissen des T/N Quotienten der N-Ratios fiir Tu-
mor und Normalgewebe der Real-Time PCR, so zeigt sich fiir Robol, dass in 91% der Fille bei
erhohter Farbungsintensitdt in der Immunhistochemie auch eine hohe Expression im Tumorge-
webe gegeniiber dem Normalgewebe in der Real-Time PCR nachgewiesen werden konnte (T/Q
>1,5). In 38% der Proben war eine dquivalente Firbungsintensitit zwischen Tumor- und
Normalgewebe auch in der Real-Time PCR nachweisbar (T/Q 0,5-1,5). Der graphische Zusam-
menhang ist in Abbildung 10 dargestellt. Es zeigt sich, dass bei hohen Farbungsintensitdtsver-
héltnissen von Tumor- gegeniiber Normalgewebe in der Immunhistochemie das T/N N-Ratio-
Verhiltnis in der Real-Time PCR hoch ist. Dadurch kommt es graphisch zu einer Rechtsver-
schiebung der Punktansammlungen bei hohen Féarbungsintensitdten. Der mittlere Farbungsinten-
sitidtsbereich (Wert 2) zeigt gegeniiber dem niedrigen Intensitétsbereich (Wert 1) keinen eindeu-
tigen Trend. Im niedrigen Intensitétsbereich zeigt sich eine breite Streuung. Der Grad des stati-
stischen Zusammenhanges zwischen Firbungsintensititsverhdltniss und T/N Quotienten wurde
mit der Korrelationsanalyse nach Spearman (Rangkorrelation) bestimmt. Bei einem Spearman-
schen Rangkorrelationskoeffizienten von ry <0,4 wird kein Zusammenhang, bei 1y 0,4-0,6 ein
schwacher Zusammenhang, bei r¢ 0,6-0,8 ein starker Zusammenhang und bei 1y > 0,8 ein sehr
starker Zusammenhang postuliert. Es zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von ry = 0,498 und

damit eine schwacher signifikanter Zusammenhang
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Abb. 10:
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5.6.2 Korrelation Immunhistochemie / Real-Time PCR fiir Robo4

12 14

Korrelation der Farbungsintensitidten der Immunhistochemie mit der N-Ratio T/N der Real-Time
PCR fiir Robol. Die Féarbungsintensititen entsprechen mit den Zahlenwerten dem berechnetem

Verhiltnis der Evaluierungsskala (Tumor- vs. Normalgewebe): 3 (+++), 2 (++), 1(+).

In der immunhistochemischen Analyse wurde Normalgewebe durchgehend nicht bis nicht ein-

deutig gefarbt. In der Real-Time PCR wurde durchgehend wenn auch schwach Robo4 im

Normalgewebe nachgewiesen. Graphisch zeigt sich in Abbildung 11, dass im niedrigen Far-

bungsintensititsbereich (Wert 0,5-1) der N-Ratio Quotient niedrig ist. Im mittleren Intensititsbe-

reich (Wert 2) zeigt sich eine leichte Rechtsverschiebung zu hoheren T/N-Werten jedoch mit

Uberlappungen zwischen niedriger und mittlerer Firbungsintensitit. Die zwei Patientenproben

mit hohen T/N-Werten fiir Robo4 zeigen in der Immunhistochemie keinen eindeutigen Trend. In

der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte sich mit einem Koeffizienten von ry = 0,475

ein schwacher signifikanter Zusammenhang zwischen der Immunhistochemie und der Real-Time

PCR fiir Robo4.
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Korrelation Robo4
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Abb. 11: Korrelation der Farbungsintensititen der Immunhistochemie mit der N-Ratio T/N der Real-Time
PCR fiir Robo4. Die Firbungsintensititen entsprechen mit den Zahlenwerten dem berechnetem

Verhiltnis der Evaluierungsskala (Tumor- vs. Normalgewebe): 3 (+++), 2 (++), 1(+), 0,5(+/-)

5.6.3 Korrelation Immunhistochemie / Real-Time PCR fiir Slit2

Die immunhistochemischen Farbungsintensitidten im Normal- und Tumorgewebe lieen keinen
Trend einer stiarkeren Farbung in einer der beiden Gewebesorten erkennen. Die Real-Time PCR
Analyse zeigte dies ebenfalls. In Abbildung 12 zeigt sich, dass es im Bereich von niedrigen
(Wert 0,5-1) und mittleren (Wert 2) Farbungsintensitdtsverhdltnissen zu einer breiten Streuung
im Bereich der T/N N-Ratio Verhéltnisse kommt. Es lésst sich kein eindeutiger Trend fiir einen
Zusammenhang zwischen hohen bzw. niedrigen T/N Real-Time PCR Verhiltnissen und immun-
histochemischer Farbung erkennen. In der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zeigte sich
fiir das Verhéltnis der Farbungsintensititen in Korrelation zum T/N Quotienten der Real-Time
PCR ein Korrelationskoeffizient von ry = 0,129 und damit dementsprechend kein signifikanter

Zusammenhang.
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Abb. 12: Korrelation der Fiarbungsintensititen der Immunhistochemie mit der N-Ratio T/N der Real-Time
PCR fiir Robo4. Die Firbungsintensititen entsprechen mit den Zahlenwerten dem berechnetem

Verhiltnis der Evaluierungsskala (Tumor- vs. Normalgewebe): 3 (+++), 2 (++), 1(+), 0,5(+/-)
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6. Diskussion

Tumorentwicklung und Progression sind als kumulatives Ergebnis von genetischen Alterationen
anzusehen, in deren Folge es zur Aktivierung von Tumoronkogenen und Inaktivierung von Tu-
morsuppressorgenen kommt. Die Tumorprogression ist bei reiner Versorgung durch Diffusion
auf ein bestimmtes kritisches Volumen von 1-2 mm? limitiert [34]. Um den erhohten Bedarf an
Sauerstoff und Néhrstoffen zu decken, werden durch die Tumorzellen Mechanismen der Angio-
genese induziert. Dies fiihrt zur Endothelzellmigration, Aussprossen von Mikrogefdkapillaren
und letztendlich zum Anschluss an das korpereigene Blutgefdflsystem. Eine Progression von
soliden Tumoren und eine mogliche Tumormetastasierung sind die Folge. Der Prozess der Tu-
morangiogenese wird durch viele pro- und anti-angiogenetische Faktoren und zellulidre Signal-
transduktionswege reguliert (siche Kapitel 1.2: Tabelle 6, Tabelle 7). Der Robo/Slit Signalweg,
der erstmalig im Zusammenhang mit der Axonmigration wéahrend der Neurogenese beschrieben
wurde [75], besitzt ebenfalls eine Funktion im Angiogeneseprozess. Gemeinsame Signaltrans-
duktionswege fiir die Axonaussprossung und die Endothelzellmigration und MikrogefaB3bildung
konnten auch fiir Netrine, Semaphorine und Ephrine demonstriert werden und zeigen die Bedeu-
tung dieser Genprodukte fiir die Ausbildung eines Netzwerkes aus Neuronen bzw. Gefdl3en [76,
77, 78]. Die differentielle Expression von Robo/Slit konnte in verschiedenen Tumorentitdten
nachgewiesen werden. In dieser Studie konnte die Uberexpression von Robol und Robo4 im
Gewebe des humanen kolorektalen Karzinoms im Vergleich zum normalen Gewebe mittels Re-
al-Time PCR gezeigt werden und die exprimierenden Gewebestrukturen in situ identifiziert wer-
den. Fiir Slit2 lieB sich ein Trend zur verminderten Expression im Tumor- gegeniiber dem

Normalgewebe erkennen.

6.1 Bewertung des Patientenkollektivs

Das durchschnittliche Erkrankungsalter zum Zeitpunkt der Operation bei unserem Patientenkol-
lektiv lag bei 63 Jahren. Dieses Alter entspricht insgesamt in etwa dem Durchschnittsalter ande-
rer groflerer Studien zum kolorektalen Karzinom. In der IMPACT Studie von 1995, welche 1526
Patienten einschloss, betrug das durchschnittliche Erkrankungsalter 62 Jahre, in der Studie von
Moertel et al. von 1990 an 929 Patienten, 61 Jahre [79,80]. Das durchschnittliche Erkrankungsal-
ter in Deutschland wird mit 65,4 Jahren angegeben [1]. Das Geschlechterverhdltnis von méannli-
chen Erkrankten gegeniiber weiblichen Erkrankten 1:1,17. Demgegeniiber wird das Geschlech-
terverhéltnis von Mannern gegeniiber Frauen in Deutschland nach dem deutschen Krebsregister

mit 1,12:1, also mit leichtem Uberwiegen des minnlichen Geschlechts dargestellt [2]. Die IM-
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PACT-Studie und die Studie von Moertel et al. zeigen ebenfalls ein Geschlechterverhéltnis von
1,1:1 mit anndhernder Gleichverteilung. Ein signifikanter prognostischer Einfluss des Ge-
schlechts ist bisher aber in keiner der aufgefiihrten Untersuchungen beschrieben worden. Die
Verteilung der Héufigkeiten der einzelnen pathologisch gesicherten Tumorinfiltrationstiefen
zeigte in dieser Studie in 26% ein pT2, in 66% ein pT3 und in 8% ein pT4. Die Vergleichswerte
des deutschen Krebsregisters 2008 [2] zeigten prozentuale Anteile von 0,4% bei pTis, 8% bei
pT1, 21% bei pT2, 55% bei pT3 und 15,6% bei pT4. Da die Patienten in kurativer Absicht in der
chirurgischen Klinik therapiert wurden erklart sich die Unterrepréasentation von pT4. Die UICC-
Stadien verteilen sich in unserer Studie auf UICC I mit 22%, UICC II: 30%, UICC III 28% und
UICC IV 20%. Diese Verteilung ist vergleichbar mit der Verteilung der UICC-Stadien in der
deutschen Bevolkerung bei Erstdiagnose: UICC 1:13%, UICC II: 27%, UICC III: 32%, UICC
IV:28% [2]. Insgesamt ldsst sich sagen, dass das vorliegende Patientenkollektiv in klinischer und
pathologischer Hinsicht Patientenkollektiven aus anderen groeren Studien entspricht und repra-
sentativ ist. Dies bildet die Grundlage zur Bewertung der Real-Time PCR Ergebnisse und im-

munhistochemischen bzw. in-situ Hybridisierungs-Untersuchungen.

6.2 Expressionsanalyse von Robol

Das Expressionsprofil von Robol im Tumorgewebe ist heterogen. Fiir das hepatozelluldre Kar-
zinom konnten Ito et al. eine hohe Expression in hepatozelluldren Leberkarzinomzelllinien und
auch in Sera von Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom mittels Real-Time PCR nachweisen.
Eine Expression von Robol im Normalgewebe war nur gering [81]. Auch in weiteren Studien
fiir das hepatozelluldre Karzinom konnten erhohte Real-Time PCR Expressionswerte fiir Robol
im Tumorgewebe gezeigt werden [82] Lee et al. konnten fiir das, durch das Epstein Barr reakti-
vierte, nasopharyngeale Karzinom eine erhohte Expression von Robol zeigen [83]. Wang et al.
postulierten eine Interaktion von Slit 2 Liganden, die von humanen malignen Melanomzellen
produziert wurden mit Robol Rezeptoren auf Tumorendothelzellen. Normale Endothelzellen
wiesen keine Robol Rezeptoraktivitit auf [64]. Im Gegensatz dazu wurde bei anderen Tumoren-
tititen Robol eher die Rolle eines Tumorsuppressorgens zugesprochen. Robol-
Hypermethylation und damit Inaktivierung tritt frith bei invasivem Zervixkarzinom auf [61].
Eine Real Time PCR Analyse von Normal- und korrespondierendem Tumorgewebe der Prostata
zeigte eine niedrigere Expression von Robol bei Prostatatumoren [63]. Dallol et al. beschreiben
Hypermethylationen von Robol fiir das Mammakarzinom, das Nierenzellkarzinom und das Lun-

genzellkarzinom und werten Robol als potentielles Tumorsuppressorgen [62]. In den Chiparray-
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Analysen der eigenen Arbeitsgruppe konnte Robol in 54 von 60 untersuchten Patientenproben
aus kolorektalem Tumor- und Normalgewebe detektiert werden. In mehr als 47% der 30 Proben-
paare war Robol im Tumor mehr als doppelt so hoch exprimiert, in mehr als 17% war Robol
mehr als vierfach hoher im Tumor verglichen mit dem Normalgewebe exprimiert [74]. Diese
Ergebnisse wurden durch die Real-Time PCR Ergebnisse dieser Studie bestétigt: In 78% der
Patientenprobenpaare war Robol im Tumorgewebe iiberexprimiert, in 42% im Tumor vierfach
hoher exprimiert und in 12% mehr als 12fach hoher exprimiert als im Normalgewebe. Die Ana-
lyse der Robol Expression beim kolorektalen Karzinom in Bezug auf das UICC-Stadium und
damit im Hinblick auf einen moglichen Indikator fiir eine schlechtere Prognose bei metastasier-
tem Tumor lieB keine signifikanten Unterschiede zwischen den nichtmetastatischen UICC-
Stadien I/II und den UICC Stadien III/IV mit Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen erkennen.
Auch andere Studien konnten bisher keine differentielle Expression von Robol in metastatischen
und nichtmetastatischen Tumorstadien an Patientenproben zeigen [63, 81, 82]. Yang et al. konn-
ten an einem Knockout Maus Modell fiir Pankreastumor eine Zunahme der Lymphangiogenese
und der Lymphknotenmetastsen zeigen [120]. Fiir das kolorektale Karzinom ist dies die erste
spezifische Studie zur Genexpression von Robol. Die differentielle Expression von Robol im
Tumorgewebe von verschiedenen neoplastischen Entitdten fiihrt zu der Annahme, dass Robol
gewebespezifisch unterschiedliche Funktionen hat und bei einigen Tumoren eine tumorprogres-
sionsfordernde Funktion aktiviert, bei anderen Entitdten eine tumorsupprimierende Funktion hat.
Die Lokalisation der Robol Protein-Expression in der Zelle durch immunhistochemische Far-
bung zeigte in dieser Studie, dass Robol in den Tumorepithelzellen des kolorektalen Gewebes
exprimiert wird. Im Normalgewebe lieB3 sich eine geringe bis miflige Expression im Kolone-
pithel nachweisen. In der von Wang et al. 2003 publizierten Studie [64] wurde gezeigt, dass Slit2
in Interaktion mit Robol exprimierenden Endothelzellen die Angiogenese induziert. Slit2 wurde
von humanen malignen A375 Melanomzellen sezerniert. Eine Inhibierung der Tumorprogressi-
on, im Sinne einer reduzierten MikrogefdBdichte und verminderten Tumormasse, konnte durch
Blockade der Robo-Rezeptor Aktivitit durch die extrazellulire Robol Doméine (RoboN) erreicht
werden. Die Untersuchungen von Ito et al. an Leberkarzinomzelllinien zeigen ein positives im-
munhistochemisches Signal im Bereich des Tumorepithels fiir Robol von 84,7% [81]. Tie et al.
konnten in einer Studie am Magenkarzinom zeigen, dass die Blockade von Robol Rezeptoren
durch siRNA (Mir-218) Invasion und Metastasierung am Tiermodell hemmt [84]. Weitere Studi-
en zur in-situ Charakterisierung der Protein-Expression von unterschiedlichen Tumorentititen
werden daher benoétigt. Die Expression von Robol verstirkt auf den Tumorepithelzellen selbst,

lasst vermuten, dass die Aktivierung von Robol weitere zelluldre Mechanismen der Tumorpro-
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gression und womoglich Tumorzellmigration bzw. Metastasenmechanismen in Gang setzt, die
bisher nicht bekannt sind. Weitere Studien mit z. B. monoklonalen Antikérpern oder siRNA ge-
gen das Robol Protein kdnnten Aufschliisse iiber die Rolle von Robol bei der Tumorprogression
geben und machen Robol zum potentiellen Ziel einer anti-proliferativen Tumortherapie. Die in-
situ Hybridisierung bestitigte die Aktivitit von Robol im Bereich der Tumorepithelzellen. Eine
Aktivitdit von mRNA fiir Robol im intratumoralen Bindegewebe lie3 sich nicht detektieren. Lee
et al. zeigten ebenfalls, jedoch nicht an humanen Tumorpriaparaten, Aktivitit von Robol mRNA
durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an nasopharyngealen Karzinom Zelllinien [80]. Die
eigenen Untersuchengen zeigten eine inkonstante Anfdarbungsqualitit und —quantitdt bei den
verwendeten Proben im Vergleich zur immunhistochemischen Farbung und im Hinblick auf die
in der Real-Time PCR gemessene Expression. Dies ldsst sich am ehesten auf die hohe Anféllig-
keit der Methode gegeniiber VerfahrensunregelméBigkeiten zuriickfithren. Weitere in-situ Hy-
bridisierungsuntersuchungen fiir Robol sind in der Literatur nicht zu finden. Die Korrelations-
analyse nach Spearman zeigte fiir die Korrelation der Real-Time PCR Ergebnisse mit den Er-
gebnissen der Immunhistochemie einen schwachen signifikanten Zusammenhang. Dies impli-
ziert, dass die Hohe der Robol Genexpression auf RNA Ebene einen, wenn auch schwachen
Zusammenhang mit der Expression von Robol auf Proteinebene aufweist. Dieser Umstand wird
auch von Untersuchen durch Ito et al. [81] bestétigt, der bei humanen Leberzellkarzinom eine
erhohte RNA Genexpression von Robol und eine verstdrkte Proteinexpression im Tumorgewebe
nachweisen konnte. Ein direkt lineares Verhiltnis ldsst sich jedoch nicht herstellen. Dies zeigt,
dass die Proteinexpression des Robol Rezeptors nicht allein durch die Robol RNA-
Genexpression gesteuert wird. Genauere Mechanismen des Slit-Robo Pathways sind bisher nur
in Ansétzen bekannt (siehe Kapitel 1.2). In wie weit die unterschiedliche Ausgangsmaterialkon-
servierung des gleichen Patienten fiir die korrelierten Methoden eine Rolle spielt ist diskutabel.
Eine mogliche verstarkte RNA Degradierung durch die Einbettung in Paraffin fiir die in-situ Un-
tersuchungen im Vergleich zur Kryokonservierung fiir die molekularbiologischen Untersuchun-
gen mag fiir die Proteinexpressionsuntersuchungen der Immunhistochemie nur eine untergeord-

nete Rolle spielen, fiir die in-situ Hybridisierungsuntersuchungen ist sie schwerwiegender.

6.2 Expressionsanalyse von Robo4

In der Real-Time PCR der vorliegenden Studie zeigte sich, dass in 72 % der Patientenpaare Ro-
bo4 im Tumorgewebe stirker exprimiert war als im Normalgewebe. Die absoluten Expressions-

werte fiir Robo4 zeigten ein insgesamt sehr geringes Expressionsniveau. Fiir Robo4 als Expres-
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sionswert lieBen sich im Tumorgewebe im Median 5,82 x 10 Einheiten messen. Im Normalge-
webe waren im Median 3,15 x 10” Einheiten zu messen. Im Vergleich dazu war Robol absolut
im Tumor- wie auch im Normalgewebe héher exprimiert (Median 4,09 x 10" E bzw. 1,12 x 10
E). Diese Unterschiede in den Ergebnissen der Chiparray Analyse der eigenen Arbeitsgruppe
und der Real-Time PCR sind in sofern zu erkldren, dass unterschiedliches Zellmaterial fiir die
Analyse benutzt wurde. Bei der Chiparray Analyse wurde durch die Laser-Mikrodissektion fast
ausschlieBlich nur Tumor- bzw. Normalgewebezellen extrahiert und die entsprechende mRNA
isoliert. Bei der bewusst gewdhlten Methode der Makrodissektion hingegen wurde nicht nur die
einzelne Zelle, sondern ein gesamter Tumorzellverband mit unmittelbar angrenzenden und ins-
besondere zwischen den einzelnen Tumorzellen liegenden Gewebeanteilen extrahiert und die
mRNA isoliert. Diese Methode schliefit in die Analyse der Genexpression zwangslaufig Struktu-
ren der interzelluliren Kommunikation z. B. MikrogefaBstrukturen mit ein und liefert ein reali-
stisches Profil fiir die Genexpression im unmittelbaren Tumormilieu. Eine erh6hte Expression
von Robo4 bei der Real-Time PCR im Tumorgewebe im Vergleich zur geringen Expression von
Robo4 bei der isolierten Tumorzelle im Rahmen der Chiparray Analyse zeigt, dass Robo4 nicht
auf den Tumorepithelzellen sonder vermehrt auf Gewebestrukturen in unmittelbarer Tumornéhe
exprimiert wird. Eine 3 kb groe Promoterregion vor dem Robo4 Gen konnte fiir die Endo-
thelspezifitit identifiziert werden [68]. Ein Screening fiir die Robo4 Expression im Patientense-
rum bei nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom zeigte bei einer Robo4 Erhohung eine Korrelation
mit einer schlechten Prognose [85]. Eine essentielle Rolle von Robo4 in der embryonalen Ent-
wicklung beim Zebrafisch konnte demonstriert werden [86] und lédsst eine konservierte Funktion
von Robo4 bei der Angiogenese von Vertebraten und auch des Menschen vermuten [73]. Robo4
scheint auch iiberexprimiert zu sein bei der Entwicklung der diabetischen Retinopathie [87,88].
Bei Analyse der Robo4 Expression in Bezug auf die jeweiligen UICC-Stadien konnte kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den nichtmetastatischen Stadien I/II und den UICC-Stadien mit
Lymph- bzw. Fernmetastasierung III/IV festgestellt werden. Es lie sich jedoch beim Betrachten
der Median-Werte des T/N-Verhiltnisses (UICC I: 1,4 UICC II: 1,6 UICC III; 1,9 UICC 1V: 2,1)
ein Trend zu einer verstdrkten Expression mit steigendem UICC Stadium erkennen. Beim Ver-
gleich der UICC Stadien I/Il und III/IV zeigten sich T/N-Verhéltniswerte von 1,5 und 2,0. Gérn
et al. zeigten in einer Studie in 2005 ein erhohtes Level von Robo4 im Serum von Patienten mit
fortgeschrittenem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom [85] und postulierten Robo4 als Progno-
semarker. Fiir das kolorektale Karzinom existieren momentan noch keine Studien mit Serumbe-
stimmungen von Robo4. Der Trend einer erhdhten Expression von Robo4 mit fortgeschrittenem

UICC Stadium macht Robo4 jedoch als Prognosemarker ebenfalls interessant fiir das kolorektale
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Karzinom. Die nichtsignifikanten Unterschiede zwischen den Expressionen der einzelnen UICC-
Stadien mag auch auf die geringe Anzahl von Patienten in den Extremstadien UICC I und IV (11
bzw. 10 Patienten) im Vergleich zu den mittleren Stadien UICC II und III (14 bzw. 15 Patienten)
zuriickzufiihren sein. Weitere Studien mit homogenerer Patientenverteilung bzw. Studien zur
Serumbestimmung von Robo4 sind notwendig um eine Aussage liber Robo4 als potentiellen
Prognosemarker zu machen. Der molekulare Mechanismus mit dem Robo4 an der Endothelzell-
migration beteiligt ist, bisher noch Gegenstand der Forschung. Kaur et al. konnten zeigen, dass
Robo4 iiber den intrazelluldren Signaltransduktionsweg der Rho GTPasen, zu denen die Proteine
Rho, Rac und Cdc42 gehoren, wirkt. Eine Aktivierung von WASP Proteinen und Initialisierung
von Filopodien und Lamellipodien, die die Endothelzellmigration bewirken ist die Folge (siche
Kapitel 1.3.1). Desweiteren ist bisher noch nicht sicher ein Ligand fiir Robo4 identifiziert wor-
den. Robo4, welches auch als ,,Magic Roundabout* bezeichnet wird, findet sich bisher nur auf
Endothelzellen. Eine Proteinexpression von Robo4 konnte auf Tumorgefdflen von unterschiedli-
chen Entitdten z. B. Niere, Blase, Mamma, Gehirn und auch Kolon nachgewiesen werden [66,
67]. Auf normalen Endothelzellen konnte Robo4 bisher nur in vitro in geringer Expression nach-
gewiesen werden [67]. Mit dem 16slichen extrazelluldren Teil des Robo4 Rezeptors konnte in
einer Studie von Suchting et al. [70] Angiogenese in vivo am subkutan eingebrachten
Schwammmodel an der Maus inhibiert werden, es konnte in vitro das Wachstum des Aortenrin-
ges der Ratte in einem Matrigel-Modell gehemmt werden, und die durch VEGF stimulierte En-
dothelzellmigration und Endothelzellproliferation in vitro gehemmt werden. Die Robo Proteine
1-3 weisen deutliche Unterschiede zur Struktur von Robo4 auf. Strukturanalysen von Robo-Slit
Interaktionen konnten zeigen, dass zwar die zwei Ig Doméanen von Robo4 homolog zu den ersten
zwei Slit-Bindungsdoménen von Robol sind, jedoch fehlen den Robo4 Proteinen viele der spezi-
fischen molekularen Slit-Bindungsstrukturen [89]. Park et al. zeigten in einer Immunprezipati-
onsstudie, bei der markierte Slit2 Proteine und markierte Robo4 Proteine bei Nierenkarzinomzel-
len in vitro zur Ausfillung gebracht wurden eine Koimmunprezipation und damit eine direkte
Bindung von Slit2 und Robo4 [90]. Im Gegensatz dazu konnten in BioCore® Analysen der Bin-
dung von Robo4 keine Interaktion mit Slit2 nachgewiesen werden [91]. Robo4 kann das Aktin
regulierende Protein Mena binden, diese Interaktion impliziert eine Funktion in der Neuorganisa-
tion des Zytoskeletts und damit eine Beteiligung an der Zellmigration [90]. In einer weiteren
Studie zeigten Hohenester et al. eine nur schwache Bindung von Slit2 mit Robo4 (Oberflichen
Plasma-Resonanz Studie) [92]. Eine weitere Moglichkeit ist, dass Robo4 keinen Liganden beno-
tigt, sondern wie z. B. Tie-1 im Angiopoietin / Tie System durch sequentielle Proteolyse aktiviert

wird [72,73]. In Ergénzung dazu konnte ein hypoxiereguliertes Spaltprodukt von Robo4 in Zell-
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kultur Uberstéinden von proliferierenden Endothelzellen entdeckt werden, dessen physiologische
Funktion noch unklar ist [85]. Zur genauen Lokalisation der exprimierenden Strukturen wurden
die Methoden der Immunhistochemie herangezogen. Diese Methode zeigte, dass Robo4 fast aus-
schlieBlich im Tumorgewebe und zwar an den Tumorgefdlen exprimiert wird. Eine Proteinex-
pression von Robo4 im Normalgewebe war nur sehr leicht bis gar nicht darstellbar. Dies deckt
sich mit dem sehr geringen Nachweis von Robo4 in der Real-Time PCR, welche auch noch fiir
kleinste Mengen eines Genproduktes hoch sensitiv ist und damit in-situ Nachweisen deutlich an
Sensitivitét iiberlegen ist. Robo 4 konnte auf den verwendeten Gewebeschnitten sicher an inter-
zelluldren Tumorendothelstrukturen nachgewiesen werden. Eine Anfdarbung von Robo4 an Tu-
morepithelzellen war nicht zu verzeichnen. Dies bestitigt die Spezifitdt von Robo4 fiir Tumo-
rendothelzellen. Die in-situ Hybridisierung fiir Robo4 wurde zundchst aufgrund des Nichtvor-
handenseins eines kommerziell erhdltlichen Antikorpers fiir Robo4 fiir diese Studie durchge-
fiihrt. Es zeigte sich eine spezifische Anfarbung fiir Endothelstrukturen im intratumoralen Bin-
degewebe. Insgesamt zeigte sich wie in den in-situ Hybridisierungsuntersuchungen fiir Robol
auch ein schwaches positives Signal mit grolen Alterationen zwischen den Patientenproben.
Eine Anfarbung von Strukturen im Normalgewebe lieB3 sich nicht darstellen. Insgesamt lief3 sich
jedoch trotz wie schon beschriebener hoch sensibeln Methode fiir VerfahrensunregelmifBigkeiten
eindeutig die in der Literatur beschriebene hohe Spezifitit von Robo4 demonstrieren. Die in die-
ser Studie spater durchgefiihrten immunhistochemischen Analysen bestitigten diese Strukturspe-
zifitdt. Fine quantifizierende Aussage zur mRNA-Aktivitét in-situ lieB sich mit der in-situ Hy-
bridisierung weder fiir Robo4 noch fiir Robol machen. Der Vergleich der immunhistochemi-
schen Ergebnisse und der Real-Time PCR Ergebnisse fiir Robo4 liefert mit der Spearman Korre-
lationsanalyse einen schwach signifikanten Zusammenhang. Es ldsst sich bei erhdhten Genex-
pressionswerten der Real-Time PCR eine leichte Anfarbungsintensititerhdhung der Endothel-
strukturen im Bereich des Tumorgewebes zeigen. Im mittleren und niedrigen Féarbungsintensi-
titsbereich liegt eine breitere Streuung vor. Insgesamt ist die Korrelationsaussage jedoch bei
niedrigen absoluten Expressionswerten von Robo4, und hoch spezifischer Anfarbung von defi-

nierten Strukturen in-situ, kritisch zu betrachten.

6.4 Expressionsanalyse von Slit 2

Die Familie der Slit-Proteine sind grof3e extrazelluldr sezernierte Glykoproteine, die bei der Ent-
wicklung des embryonalen Nervensystems wichtige Funktionen iibernehmen. Zum einen werden

Axonaussprossung und Axonmigration aktiviert, zum anderen scheinen die Slit-Proteine auch
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eine verlangsamende und zuriickdringende Funktion fiir bestimmte Axone bei ihrer Entwicklung
z. B. im olfaktorischen System zu iibernehmen [59, 90, 93]. Wu et al. konnten in einer Studie
von 2001 zeigen, dass Slit nicht nur in neuralen Geweben exprimiert wird, sondern auch extra-
neural zu finden ist und z. B. die Leukozytenchemotaxis inhibiert [95]. Slit 2 ist auf Chromosom
4p15.2 lokalisiert [96]. Deletionen auf Genlocus 4p15.1-4p15.3 konnen friih in der Entwicklung
des kolorektalen Karzinoms detektiert werden [97]. Auch in der Karzinogenese des Mesotheli-
oms, des kleinzelligen Lungenkarzinoms und des Mammakarzinoms konnten Chromosomen-
aberrationen im Bereich des Slit2 Lokus nachgewiesen werden [98, 99]. Dies zeigt, dass Slit2
eine Rolle in der Tumorentwicklung bei unterschiedlichen malignen neoplastischen Entitdten
spielt. Slit-Robo Interaktionen konnten in einigen Tumorzelllinien und Primérkarzinomen nach-
gewiesen werden. Latil et al. zeigten, dass Slit 2 bei Prostatakarzinom nachgewiesen werden
konnte. Slit2 war im Median jedoch nicht signifikant hoch- bzw. herunter reguliert zwischen
Prostatatumor- und Normalgewebe. Lediglich eine bestimmte Subklasse von hormonsensitiven
Prostatatumoren zeigten eine erhdhte Slit2 Expression [58]. Dallol et al. konnten zeigen, dass
Slit2 bei Lungenkarzinom, Mammakarzinom und kolorektalem Karzinom durch Hypermethyla-
tionen inaktiviert ist [100, 101]. Dadurch ergibt sich die Hypothese, dass Slit 2 die Funktion ei-
nes Tumorsuppressorgens iibernimmt. Es wird beschrieben, dass die Pridsenz von Slit2 mit der
Slit-Robo Interaktion im Tumor zu einer Aktivierung von apoptotischen Signalwegen {iber
Caspase 3 und Caspase 9 fiihrt und somit die Tumorprogression gehemmt wird [102, 103, 104].
Daher wiére es zu erwarten, dass die Expression von Slit2 im Tumorgewebe herunter reguliert ist
im Vergleich zum Normalgewebe. In der Real-Time PCR zeigte sich, dass Slit2 in 68% (34/50)
der Patientenprobenpaare im Tumorgewebe herunter reguliert ist. In 42% der Probenpaare war
Slit2 sogar mehr als zweifach niedriger im Tumorgewebe exprimiert, als im Normalgewebe.
Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese von Slit2 als Tumorsuppressorgen. Die Tatsache das
Slit2 im Tumorgewebe herunter reguliert ist kann eine reaktive Verstarkung der Expression der
Slit2-Rezptoren, der Robo Proteine, bewirken. Eine niedrigere Slit2 Expression scheint mit einer
verstiarkten Tumorprogression einherzugehen. Zheng et al. und Jin et al. konnten fiir das hepato-
zelluldre Karzinom erniedrigte Expressionswerte fiir Slit2 feststellen [105,106]. In diesen Studi-
en konnte ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang einer niedrigen Slit2 Expression und einer
Lymphknotenmetastasierung bzw. Zuordnung zu metastasierenden hepatozelluliren Karzinom-
zelllinien hergestellt werden [105, 106]. Bei der Analyse der Slit2 Expression beim kolorektalen
Karzinom in unserer Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen den metastati-
schen UICC Stadien III/IV und den Stadien I/II festgestellt werden. Fiir die UICC-Stadien I/I1
bzw. III/IV ergaben sich Median-Werte von 0,58 bzw. 0,65. Im UICC Stadium IV lieB sich sogar
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eher eine leicht erhohte Slit2 Expression detektieren (Median: 0,99 bzw. Mittelwert 2,29). Ob
dies als Hinweis fiir eine erhohte Zellzerfallsaktivitdt, die teilweise bei weit fortgeschrittenen
Karzinomen auftritt, zu sehen ist dariiber kann spekuliert werden. In den immunhistochemischen
Féarbungen der Gewebeschnitte konnten keine Bindungen des Slit2-Antikorpers mit spezifischen
Zellstrukturen im Tumor- wie auch im Normalgewebe festgestellt werden. Ein differentielles
Féarbungsmuster zwischen Tumorgewebe und normalem kolorektalem Gewebe liel sich eben-
falls nicht darstellen. Dies entspricht den in der Literatur durchgefiihrten Untersuchungen zu
Slit2, welches als extrazelluldres Glykoprotein angesehen wird, das an seinen Rezeptor Robol
andockt um die entsprechende Interaktion auszulosen. Die diffusen Anfarbemuster im Tumor-
und Normalgewebe sind dadurch zu erkldren. Die Korrelationsanalyse nach Spearman zeigt fiir
den Vergleich der immunhistochemischen Farbungsintensititen und den Real-Time PCR Werten
keinen signifikanten Zusammenhang fiir Slit2. Sowohl im niedrigen Bereich der Farbungsinten-
sitdten als auch im Bereich hoherer Farbungsintensititen zeigt Slit2 eine breite Streuung der
mRNA Expression in der Real-Time PCR. Eine stirkere Anfarbung bei erhohten Expressions-
werten im Normalgewebe ldsst sich ebenfalls nicht darstellen. Die immunhistochemische Aussa-
ge der Evaluationsskala ist in diesem Zusammenhang eher kritisch zu sehen, da bei diffuser Far-
bung sowohl im Tumor- als auch im Normalgewebe eine skalierte subjektive Aussage erschwert

wird.

6.5 Robo Proteine — potentielle Ziele der Tumortherapie

Die Tumortherapie hat das Ziel, eine Neoplasie moglichst vollstindig zu entfernen bzw. wenn
das nicht moglich ist einen Progress zu verhindern und/oder die Tumorgréfle bzw. Tumoraus-
breitung im Sinne einer Metastasierung zu reduzieren. Neben dem Goldstandard zur kurativen
Therapie, der chirurgischen Resektion, dienen unterschiedliche neoadjuvante und adjuvante The-
rapieverfahren der Tumorbekdmpfung. Diese Therapieverfahren setzen an zelluldren Mechanis-
men der Tumoren an und storen bzw. schidigen intrazellulidre Signaltransduktionswege, Zelltei-
lungsvorgénge, etc. Dieses fiihrt zu einem verminderten Wachstumsprogress und im Idealfall zur
Apoptose der Krebszelle. Der Anspruch an ein ideales therapeutisches Agens ist eine hoher Wir-
kungsgrad und eine hohe Spezifitit fiir das Zielgewebe mit minimalster Beeintrichtigung von
umliegendem gesundem Gewebe. Der Ansatz einer anti-angiogenetischen Tumortherapie beruht
auf den Beobachtungen von Algire und Chalkley 1945 [107], welche postulierten, das die Tu-
morentwicklung von einer guten Gefdllversorgung abhingig ist. Nach der Aktivierung des ,,an-

giogenetischen Switches® konnen erst ausreichend Néahrstoffe und Sauerstoff der Tumorzelle
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zugefiihrt werden um einen weiteren Progress zu ermoglichen. Ziel der anti-angiogenetischen
Therapie ist es diese Entwicklung eines den Tumor versorgenden Blutgefia3systems zu verhin-
dern. VEGF und sein Rezeptor die VEGF-Tyrosin-Kinase sind nachweislich an den Mechanis-
men der Tumorangiogenese beteiligt [108, 109, 110]. Seit 2005 sind in Kombination mit anderen
adjuvanten Therapeutika monoklonale Antikorper (Bevacizumab) zur Bindung an VEGF und
damit zur Inhibierung der Interaktion zwischen VEGF und seinen Rezeptoren im therapeutischen
Einsatz. Ein alternativer Ansatz favorisiert die direkte Blockierung der VEGF-Tyrosin-Kinase
Rezeptoren und damit eine effektivere Inhibierung der durch VEGF ausgeldsten Signalkaskade
[111]. Einige neue therapeutische Agenzien sind in der klinischen Studienphase zur Testung.
Eines der potentesten Mittel zur VEGF-Tyrosin-Kinase Inhibierung ist AZD2171. Durch sein
geringes Molekulargewicht und oralen Bioverfiigbarkeit mit einer Halbwertszeit von 20h, die
eine einmalige orale Tagesgabe ermoglicht, ist es ein vielversprechendes Therapeutikum zur
anti-angiogenetischen Therapie. Klinische Phase II und III Studien laufen momentan fiir ver-
schiedene Tumorentititen [112]. Die Angiopoietine und ihre Rezeptoren die Tie-Tyrosin-
Kinasen sind ein weiteres System der Angiogenese. In praklinischen Studien konnte durch Anti-
korperinteraktion mit Angiopoietin-2 die Tie-2 Rezeptoren geblockt werden und Tumorangioge-
nese im Rattenmodell inhibiert werden [113]. Popkov et al. konnten mit einem Angiopoetin-2
Antikorper, der iiber ein Adenovirus in das Maus-Modell eingebracht wurde, die Progression
von humanem Karposi-Sarkom und humanen kolorektalen Karzinomzellen (SW1222) hemmen
[114]. Momentan laufen klinische Phase I Studien an Patienten mit AMG 386 einem Inhibitor
fiir Ang-2 bei soliden Tumoren [55]. Ein anderer therapeutischer Ansatz versucht iiber Stimula-
tion von endogenen angiogenetischen Kontrollfaktoren die Hemmung der unkontrollierten Tu-
morangiogenese zu erreichen. Thrombospondin-1 und -2 (TSP-1 und -2) haben direkte hemmen-
de Wirkungen auf die Endothelzellmigration und kénnen Endothelzellapoptose bei unkontrollier-
ter Angiogeneseaktivitit induzieren [115, 116]. Cyclophosphamide in niedriger Dosierung, auch
als metronomische Chemotherapie bekannt, erhdhen im Serum das Level von zirkulierendem
TSP-1 [117]. Niedrig dosierte Cyclophosphamide, Cisplatin und Doxetacel bewirken ebenfalls
eine Erhohung der FAS-Ligand Konzentration. Durch die kombinierte TSP-1 Aktivierung und
FAS-Ligand Konzentrationserhohung wird die Angiogenese gehemmt und Endothelzellapoptose
induziert [118]. Die Therapie mit ABT-510 und ABT-526 Praparaten mit purifiziertem TSP-1 ist
momentan in der klinischen Phase II Studie fiir Weichteilsarkome, Nierenzellkarzinome,
Lymphome und das nicht-kleinzellige Lungenzellkarzinom [119]. Es gibt also unterschiedliche
Ansitze zur anti-proliferativen Tumortherapie und insbesondere der anti-angiogenetischen The-

rapie. Ein anti-angiogenetisches Therapeutikum sollte moglichst direkt an den Mechanismen der
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Tumorangiogenese beteiligt sein. Es sollte speziell bei der zu therapierenden Tumorentitdt hoch
exprimiert sein oder sogar fast ausschlieBlich dort zu detektieren sein. Die Robo-Proteine sind
direkt an den Mechanismen der Angiogenese beteiligt. Robol konnte in verschieden Tumorenti-
tiaten differentiell exprimiert nachgewiesen werden. Jedoch ist seine Funktion anscheinend ge-
webespezifisch und muss noch weiter charakterisiert werden. Da Robol nicht nur auf Tumoren-
dothelzellen exprimiert wird, erfiillt es nicht die Voraussetzungen einer spezifischen Zielstruktur
fiir eine anti-angiogenetische Therapie. Da jedoch Robol eine eindeutige Beteiligung an der
Tumorentwicklung mit hemmender oder proliferierender Funktion zuzuordnen ist bleibt es als
Zielstruktur fiir eine anti-proliferative Therapie interessant. Robo4 das sogenannte ,,Magic
Roundabout* ist bisher fast ausschlieBlich nur auf Endothelzellen und insbesondere auf Tumo-
rendothelzellen nachgewiesen worden. Damit erscheint es als potentielles therapeutisches Target
VEGF oder Angiopoietin-2 iiberlegen, die auch an normalen Gefifineubildungsprozessen teil-
nehmen. In verschiedenen Studien konnte eine direkte inhibierende Wirkung auf die Angiogene-
se nach Blockade der Robo4 Aktivitit nachgewiesen werden. Lediglich die auch durch uns
nachgewiesene relativ niedrige Konzentration von Robo4 im Gewebe konnte eine effektive The-
rapie beeintrachtigen. Es ist denkbar, dass andere angiogenetisch stimulierende Mechanismen im
Tumor eine Robo4 Blockierung kompensieren konnen. Die Tatsache, dass in unserer Studie
zwar kein signifikanter Unterschied zwischen metastatischen Stadien und nichtmetastatischen
Stadien des kolorektalen Karzinoms nachgewiesen werden konnte, aber ein Trend zur hoheren
Expression in den UICC Stadien III und IV zu erkennen ist, 1dsst Robo4 auch im Sinne eines
prognostischen Markers fiir die Tumortherapie interessant bleiben. Robo4 bietet also durch seine
Gewebespezifitit, seine direkte Wirkung und potentiell prognoserelevante Aussagekraft alle Ei-

genschaften eines potentiellen therapeutischen Ziels fiir die anti-angiogenetische Therapie mit.
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7. Zusammenfassung

Einleitung:

Das kolorektale Karzinom ist einer der hdufigsten malignen Tumore und in Deutschland die
zweithdufigste Krebstodesursache. Ein wesentlicher Faktor in der Progression maligner Neopla-
sien ist die Versorgung mit Sauerstoff und Nihrstoffen durch Anschluss an das korpereigene
Gefallsystem. Die Aktivierung der Angiogenese durch Umschalten des ,,angiogenetischen Swit-
ches* wird durch verschiedene Signaltransduktionswege gesteuert. Monoklonale Antikrper ge-
gen pro-angiogenetische Faktoren werden in der Therapie des kolorektalen Karzinoms bereits
eingesetzt. Das System der Robo-Rezeptoren und ihrer Slit-Liganden ist an Angiogenese-
Mechanismen beteiligt und konnte als differentiell exprimiert in verschiedenen Tumorgeweben
nachgewiesen werden. In Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe konnten mittels DNA-
Chiparray Analyse Robol, Robo4 und Slit2 als differentiell exprimiert beim kolorektalen Karzi-
nom nachgewiesen werden.

Ziel dieser Studie war die Validierung der differentiellen Expression mittels Real-Time Fluores-
zenz PCR und Analyse der Expression von Robol, Robo4 und Slit2 in situ im Gewebe sowie die
Bewertung eines potentiellen Ziels einer antiproliferativen bzw. anti-angiogenetischen Tumor-

therapie.

Material und Methoden:

Von 50 Patienten wurden postoperativ Proben von kolorektalem Tumor- und Normalgewebe
kryoasserviert und makrodisseziert. Nach RNA-Isolierung und reverser Transkription wurde die
quantitative Analyse der Genexpression von Robol, Robo4 und Slit2 mittels Real-time PCR
durchgefiihrt. Hierzu wurden spezifische Hybridisierungssonden eingesetzt, wobei als Referenz-
gen PB-2-Mikroglobulin verwendet wurde. Die Expressionsdaten wurden mit dem Algorithmus
der Relative Quantification Software ausgewertet. Fiir den histologischen Nachweis auf Paraffin-
Gewebeschnitten wurden die Methoden der Immunhistochemie (IHC) bzw. In-Situ Hybridisie-
rung (ISH) herangezogen. Die IHC und ISH wurde mittels einer Intensitétsskala bewertet. Dabei
entsprach der Wert (+++) einer starken Anfarbung, der Wert (++) einer moderaten Anfarbung,
der Wert (+) einer geringen Anfarbung und der Wert (+/-) einer nicht eindeutigen Farbung. Die
Methoden der Real-Time PCR und der IHC wurden mittels der Spearman-Korrelationsanalyse
auf Vergleichbarkeit gepriift. Dazu wurde die IHC Anfarbungsskala in einen Rangfolgenscore

transformiert mit den Zahlenwerten 3 (+++), 2 (++), 1 (+) und 0,5 (+/-).
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Ergebnisse:

Robol zeigte in der Real-Time PCR eine signifikante Uberexpression bei 78% (39/50) der Pati-
enten im Tumorepithel gegeniiber dem Normalepithel. Robo4 lie3 sich in 72% (36/50) der Pati-
entenproben als iiberexprimiert im Tumorepithel nachweisen. In 68% (34/50) der Patientenpro-
benpaare war Slit2 im Tumorgewebe niedriger exprimiert als im Normalgewebe. Ein signifikan-
ter Unterschied zwischen den einzelnen UICC-Stadien und insbesondere zwischen den metasta-
tischen Stadien UICC III/IV und den nicht metastatischen Stadien UICC I/II lieB sich weder fiir
Robol, Robo4 noch Slit2 ermitteln. Die IHC zeigte fiir Robol eine starke Expression in Tumo-
repithelzellen und Tumorgefdflen, wohingegen das Normalgewebe nur schwach angefarbt wurde.
In der ISH lieB sich Robol sowohl in Tumorzellen als auch in den angrenzenden GetéaBstruktu-
ren nachweisen. Robo4 zeigte in der Immunhistochemie und In-Situ Hybridisierung ausschliel3-
lich eine Anfiarbung der Tumorendothelien. Slit2 zeigte immunhistochemisch kein spezifisches
Farbungsmuster. Eine stirkere Anfarbung von Tumor- oder Normalgewebe lief3 sich nicht ermit-
teln. Die Korrelationsanalyse ergab fiir die Real-Time PCR und IHC fiir Robo1 einen schwachen
signifikanten Zusammenhang, fiir Robo4 einen schwachen signifikanten Zusammenhang und fiir

Slit2 keinen signifikanten Zusammenhang.

Schlussfolgerung:

Die Uberexpression von Robol und Robo4 im Tumor gegeniiber Normalgewebe konnte mittels
Real-Time PCR bestitigt werden. Robol und Robo4 sind damit als Tumoronkogene beim kolo-
rektalen Karzinom anzusehen. Slit 2 zeigt eine herunter regulierte Expression im Tumorgewebe
und damit das RNA-Expressionsmuster eines Tumorsuppressorgens jedoch ohne Bestitigung
durch THC. Robol zeigt in der IHC keine spezifische Gewebeantarbung jedoch eine deutlich
hohere Féarbungsintensitit im Tumorgewebe. Diese Tatsache bietet Potential fiir weitere Unter-
suchungen im Hinblick auf die Tumorbiologie des kolorektalen Karzinoms und Moglichkeiten
der therapeutischen Intervention. Die histologischen Gewebeanalysen haben insbesondere fiir
Robo4 eine spezifische Expression in den Tumorgefialen gezeigt. Robo4 stellt durch seine Ge-
webespezifitit und einer direkten Beteiligung an der Angiogenese ein potentielles Ziel einer an-

tiproliferativen bzw. anti-angiogenetischen Tumortherapie beim kolorektalen Karzinom dar.
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8. Anhang

Anhang Tabelle 1 : Robol Real-Time PCR Expressionsdaten

Pat.-Nr. N-Ratio Tumor  N-Ratio Normal /N Pat.-Nr. N-Ratio Tumor  N-Ratio Normal T/N
1 35,4 12 2,2 26 25,4 6,1 4,14
2 209 25,7 8,13 27 133 2,9 45,55
3 9,3 11,1 0,84 28 17,5 18 0,97
4 39,8 6,2 6,42 29 3,2 4 0,81
5 51 13,6 0,34 30 54,5 1,7 32,44
6 53 6,1 8,69 31 7,5 9,8 0,77
7 69,3 15,1 4,59 32 9,1 11 0,82
8 45 11,8 3,81 33 55,6 2,8 19,58
9 11,3 6,5 1,74 34 53,1 21,1 2,52
10 77,2 15,9 4,86 35 8,8 43,1 0,21
11 17,1 10,2 1,68 36 5,7 3,8 1,49
12 31 10,8 2,87 37 25,8 6,9 3,76
13 13,8 4,7 2,94 38 40,2 26,6 1,51
14 34,1 13,5 5,4 39 19 4,5 4,26
15 20,4 6,3 3,23 40 13,4 33 0,41
16 25,4 7,2 3,55 41 85,5 16,3 5,25
17 16,6 24,6 0,68 42 83,4 3,8 21,83
18 81,9 14,9 5,5 43 4,7 1,5 3,14
19 119 29,2 4,08 44 10 3,3 3,08
20 4,8 14 0,34 45 42,1 6,3 6,64
21 49,9 3,9 12,96 46 6,9 5,4 1,27
22 67,3 12,5 5,38 47 18,3 10,4 1,76
23 4,3 6,5 0,48 48 7,4 6,5 1,14
24 13 8,9 1,46 49 69,6 9,9 7,01
25 135 11,6 11,64 50 58,6 3,5 16,74

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht der N-Ratio Expressionsdaten von Robol der Tumor- und Normalgewebepro-
ben. Der T/N-Quotient beschreibt den Quotient der Expressionswerte von Robol im Tumorgewebe und

im Normalgewebe des gleichen Patienten.
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Anhang Tabelle 2 : Robo4 Real-Time PCR Expressionsdaten

Pat.-Nr. N-Ratio Tumor N-Ratio Normal /N Pat.-Nr. N-Ratio Tumor N-Ratio Normal T/N
1 0,17 0,18 0,94 26 0,43 0,39 1,11
2 0,27 0,19 1,39 27 1,02 0,21 4,93
3 0,06 0,05 1,36 28 0,28 0,67 0,41
4 0,12 0,1 1,11 29 0,31 0,17 1,76
5 0,26 0,4 0,65 30 1,01 0,12 8,78
6 0,84 0,23 3,66 31 0,34 0,44 0,77
7 0,69 0,36 1,93 32 0,52 0,71 0,73
8 0,34 0,26 1,32 33 0,43 0,07 6,06
9 0,44 0,13 3,5 34 0,19 0,14 1,35

10 0,54 0,14 3,96 35 0,5 0,59 0,85
11 1,01 0,24 4,24 36 1,9 0,21 9,14
12 0,44 0,21 2,04 37 0,71 0,35 2,06
13 1,61 0,51 3,16 38 0,09 0,18 0,52
14 0,26 0,69 0,39 39 0,74 0,33 2,22
15 0,21 0,52 0,4 40 0,29 1,35 0,22
16 0,8 0,17 4,7 41 0,3 0,15 1,99
17 0,52 0,25 2,11 42 0,38 0,1 3,99
18 0,21 0,14 1,44 43 0,44 0,14 3,19
19 1,63 0,64 2,56 44 0,11 0,06 1,8
20 0,28 0,19 1,47 45 0,65 0,52 1,24
21 1,93 0,5 3,89 46 0,17 0,23 0,74
22 0,79 0,95 0,83 47 0,23 0,56 0,41
23 0,29 0,22 1,31 48 0,15 0,2 0,77
24 0,59 0,12 4,8 49 1,08 0,28 3,9
25 0,46 0,15 3,12 50 2,1 0,12 18,26

Tabelle 2:  Tabellarische Ubersicht der N-Ratio Expressionsdaten von Robo4 der Tumor- und Normalgewebe-
proben. Der T/N-Quotient beschreibt den Quotient der Expressionswerte von Robo4 im Tumorgewe-

be und im Normalgewebe des gleichen Patienten.
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Anhang Tabelle 3: Slit2 Real-Time Expressionsdaten

Pat.-Nr. N-Ratio Tumor  N-Ratio Normal T/N Pat.-Nr. N-Ratio Tumor  N-Ratio Normal T/N_
1 2,51 6,17 0,41 26 8,81 10,4 0,85
2 0,45 17 0,03 27 3,7 8,35 0,44
3 1,39 34,3 0,04 28 2,7 63,1 0,04
4 6,83 3,81 1,79 29 1,52 7,58 0,2
5 2,93 106 0,03 30 10,8 2,55 4,24
6 37,8 3,65 10,36 31 8,02 8,07 0,99
7 11,4 45,7 0,25 32 1,37 5,84 0,24
8 0,69 3,37 0,2 33 3,09 3,32 0,93
9 0,67 0,99 0,68 34 7,8 13,4 0,58

10 6,08 1,54 3,95 35 1,71 0,45 3,8
11 6,58 1,41 4,67 36 0,26 0,28 0,92
12 1,74 9,65 0,18 37 0,34 0,04 7,76
13 41,3 22,2 1,86 38 4,02 26,6 0,15
14 14,5 14,2 1,02 39 0,23 0,34 0,68
15 50,1 78,9 0,64 40 1,53 2,54 0,6
16 0,87 0,28 3,1 41 12,9 16,1 0,8
17 5,09 35 0,15 42 8,41 4,59 1,83
18 6,65 11,6 0,57 43 2,59 4,89 0,53
19 6,83 21,5 0,32 44 5,28 3,88 1,36
20 2,23 7,34 0,3 45 8,12 4,85 1,67
21 10,5 1,34 7,84 46 22,4 19,8 1,13
22 0,08 5,36 0,02 47 0,1 0,07 1,42
23 0,81 8,42 0,1 48 12,5 31,6 0,4
24 6,54 9,99 0,66 49 0,2 2,16 0,09
25 2,59 10,4 0,25 50 7,52 18,6 0,4

Tabelle 3:  Tabellarische Ubersicht der N-Ratio Expressionsdaten von Slit2 der Tumor- und Normalgewebepro-
ben. Der T/N-Quotient beschreibt den Quotient der Expressionswerte von Slit2 im Tumorgewebe und

im Normalgewebe des gleichen Patienten.
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Aufkliarungsbogen iiber die Studie:

Molekularbiologische Untersuchungen zum genetischen Profil kolorektaler Karzinome

(Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Fa. metaGen GmbH Berlin)

Die Ursachen der Entstehung der meisten Krebserkrankungen sind bisher nur ungentigend be-
kannt. Es wird vermutet, dass eine Reihe von bisher unbekannten genetischen Verdnderungen

die Entstehung und den Verlauf dieser Tumorerkrankung hervorrufen bzw. beeinflussen.

Ziel dieser Studie

Ziel der oben genannten Studie ist es, die genetischen Ursachen fiir Karzinome zu finden und
neue Heilungsmethoden zu entwickeln. Wir glauben, dass durch diese Untersuchungen Erkennt-
nisse gewonnen werden konnen, die zu einer Verbesserung der Fritherkennung und der Hei-

lungschancen von Patienten mit dieser Krebserkrankung fithren konnen.

Durchfiihrung der Studie

Um die genetischen Ursachen der oben genannten Krebserkrankungen finden zu kdnnen, benéti-
gen wir Gewebeproben aus dem Tumor und eine Blutprobe. Die Blutprobe wird wéhrend des
stationdren Aufenthaltes gleichzeitig mit einer sowieso durchzufiihrenden Blutentnahme durch-
gefiihrt. Die Gewebeproben werden ausschlieBlich wahrend oder nach der Operation nach Zu-
schnitt durch einen Pathologen der Universitdtsklinik von einem Chirurgen bzw. einer MTA
gewonnen. Es werden keine Gewebeentnahmen nur zum Zweck der Studie durchgefiihrt. So
wird nur Gewebematerial, welches die Pathologen nicht fiir die histologische Charakterisierung
bendtigen und welches sowieso bei der Operation entfernt werden muss, gesammelt. Es entsteht

fiir Sie deshalb kein zusétzliches Risiko bei der Behandlung Ihrer Erkrankung.
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Um die klinischen und pathologischen Daten mit den Forschungsergebnissen zu vergleichen, ist
eine Erhebung und elektronische Speicherung dieser Daten notwendig. Im Umgang mit geneti-
schen Untersuchungen muss eine hochstmdgliche Sicherheit in Bezug auf den Datenschutz ge-
wihrleistet werden. Daher werden die von [hnen stammenden Proben nur anonymisiert (d.h.
ohne dass Ihre Identitit, Ihr Name oder Geburtsdatum erkennbar wird) untersucht und weiterge-
leitet. Sie erhalten personlich keine Informationen {iber die genetischen Ergebnisse, da daraus
zum jetzigen Zeitpunkt keine neuen Erkenntnisse gewonnen werden konnen, welche die Diagno-
se oder Therapie lhrer Erkrankung beeinflussen konnten und da dies nach einer vollstdndigen
Anonymisierung auch gar nicht mehr moglich ist. Auch andere Institutionen (z.B. Versiche-
rungsgesellschaften) konne keine Informationen iiber die Untersuchungsergebnisse erhalten. Das
genetische Material (RNA) wird nach 10 Jahren Aufbewahrungszeit vernichtet.

Sie selbst werden aus der Studienteilnahme keinen direkten Nutzen ziehen kénnen. Die durch
diese Studie gewonnen Ergebnisse konnen jedoch in Zukunft moglicherweise dazu beitragen, die
Ursachen der Erkrankung, an der Sie leiden, genauer zu definieren und eventuell neue Thera-
piemethoden fiir zukiinftige Patienten zu entwickeln. Wir bitten Sie daher um Ihre Teilnahme an
dieser Studie.

Die Teilnahme an der oben genannten Studie ist freiwillig. Sie konnen jederzeit und ohne Anga-
be von Griinden Thre Einwilligung widerrufen bzw. zuriickziehen, ohne dass Thnen hierdurch

irgendwelche Nachteile entstehen.

Bei weiteren Fragen steht Thnen gerne Thr behandelnder Arzt oder einer der unten aufgefiihrten
Ansprechpartner unserer Klinik zur Verfiigung.
Priv. Doz. Dr. med. B. Mann

Dr. med. J. Grone

Chirurgische Klinik I, UKBF, FU Berlin, Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin Telefon: 030 8445
2543, Telefax: 030 8445 2740, E-Mail: mann@ukbf.fu-berlin.de
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Einwilligungserklirung des Patienten Forschungsprojekt:

Molekularbiologische Untersuchungen zu genetischen Profilen kolorektaler Karzinome

(Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der Fa. metaGen GmbH, Berlin)

Inhalt, Vorgehensweise, Risiken und Ziel des obengenannten Forschungsprojektes hat mir
................................................. (Name der Arztin/des Arztes) ausreichend erklirt. Ich hatte Gele-
genheit, Fragen zu stellen, und habe hierauf Antwort erhalten. Ich hatte ausreichend Zeit, mich
fiir oder gegen die Teilnahme an dem Forschungsprojekt zu entscheiden. Ich bin mit der im
Rahmen des obengenannten Forschungsprojektes erfolgenden elektronischen Aufzeichnung der
bei mir erhobenen klinischen, anamnestischen und pathologischen Daten und ihrer Weitergabe in
anonymer Form einverstanden. Die elektronische Verarbeitung der Daten erfolgt unter Beach-
tung der gesetzlichen Regelungen zum Datenschutz. Dariiber hinaus libertrage ich das Eigentum
an wihrend der Operation entnommenen Gewebeproben (Tumor- und Normalgewebe) sowie
einer Vollblutprobe an das UKBF, Chirurgische Klinik 1. Hiermit erteile ich mein Einverstidnd-
nis, dass bei der Operation gewonnenes Gewebe, welches nicht fiir die zur Behandlung meiner
Erkrankung notwendigen Untersuchungen benétigt wird und andernfalls verworfen werden wiir-
de, sowie eine im Rahmen von notwendigen Blutentnahmen zusétzlich gewonnen Menge von
Venenblut fiir Forschungsprojekte iiber solide Karzinome verwendet werden darf. Ich bin damit
einverstanden, dass die Ergebnisse der genetischen Untersuchungen zur weiteren wissenschaftli-
chen Erforschung der Karzinome genutzt werden konnen. Mir ist bekannt, dass das genetische

Probenmaterial (RNA) nach 10 Jahren Aufbewahrungszeit vernichtet wird.

Unterschrift des Patienten  Ort, Datum
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