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Abstrakt:
Einleitung:

Das RECK-Gen (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs) erfiillt Aufgaben in
physiologischen (z.B. Neuralrohrentwicklung [11]) sowie pathophysiologischen
Entwicklungsabldufen. Es fungiert als Inhibitor der Metalloproteinasen MMP-2,-9 und -14 [14].
Diese wirken in verschiedenen geweblichen Umwandlungsprozessen und haben eine

entscheidende Bedeutung in der Tumorgenese.

Eine verminderte Expression von RECK wurde in verschiedenen Karzinomtypen nachgewiesen

[27, 28, 29, 30] und eine Auswirkung auf das Karzinomwachstum konnte aufgezeigt werden.

Die Regulation von RECK scheint iiber verschiedene Wege beeinflusst zu werden, erfolgt aber

vor allem iiber eine Bindung an die Sp1 Seite des RECK-Gen-Promotors [11].

Wie im Kolonkarzinom [31] sowie weiteren Karzinomtypen [28, 32, 33], nachgewiesen, flihrt
auch eine Hypermethylierung im RECK-Gen-Promotorbereich zu einer verringerten Gen-
Expression. Signifikante Zusammenhinge konnten zur lymphogenen Metastasierung [28],
Tumorinvasionstiefe [33] sowie zum rezidivfreien Uberleben und Gesamtiiberleben [32]

gefunden werden.

Der Einfluss einer Hypermethylierung des RECK-Gen-Promotors auf das Tumorwachstum im
Nierenzellkarzinom (NZK) wird diskutiert. Das Ziel der folgenden Untersuchung war daher die

Messung der RECK-Gen-Promotor-Methylierung.
Methoden:

Fiir die Versuche wurden 33 Proben von Nierenzellkarzinomgewebe und tumorfreiem Gewebe,

welches den Tumor umgab, verwendet.

Durch eine Sodium Bisulfitreaktion wurden mogliche methylierte Cytosin-Reste im Gen-
Promotor aufgedeckt. Die RECK-Promotor-Methylierung wurde mit methylierungs spezifischer
PCR (MSP) mittels Real-Time PCR ((LightCycler) bestimmt. Mit der Verwendung von beta
Actin (ACTB) als methylierungsunabhingiges Referenzgen wurden die einzelnen

Methylierungsmesswerte relativiert.
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Analyse:

Die RECK-Methylierung im Tumor-Gewebe sowie in gesundem Gewebe, welches den Tumor
umgibt, wurde mit der Verwendung der GraphPad Prism® Software mittels Wilcoxon Tests

analysiert.

Es wurde versucht eine Korrelation sowie Assoziation zwischen den einzelnen klinisch
pathologischen patientenbezogenen (Alter, Geschlecht) sowie tumordefinierenden Daten
(Tumorwachstumstiefe, Grading) und der Héhe der RECK-Methylierung darzustellen. Mit der
Kaplan-Meier Analyse wurde ein Einfluss der RECK-Promotor-Methylierung auf das

postoperative Uberleben sowie die postoperative iiberlebensfreie Zeit untersucht.
Ergebnisse:

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der Promotor-Methylierung im Tumor
Gewebe sowie in tumorfreiem Gewebe, welches den Tumor umgab, nachgewiesen (pWert:
0,851). Eine signifikante Korrelation sowie Assoziation der Methylierung zu Tumor
definierenden und patientenspezifischen Daten wurde in unseren 33 Proben ausgeschlossen.
Kaplan-Meier zeigte, dass die Methylierung keinen Einfluss auf postoperatives Uberleben sowie

die postoperative liberlebensfreie Zeit hatte.
Schlussfolgerung:

Mit unserem limitierten Datensatz konnten wir nicht zeigen, dass die RECK-Promotor-
Methylierung einen wichtigen Einfluss auf die Entstehung des Nierenzellkarzinoms hat. Andere
Wege, die zu verminderter RECK-Expression fiihren sind bekannt und sollten in nachfolgenden

Arbeiten auch im Nierenzellkarzinom untersucht werden.
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Abstract:

Introdution:

The RECK (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs) gene functions in
physiological [11] and pathophysiological development as an inhibitor of metalloproteinases
(MMP) 2,-9 and 14 [14]. The MMPs take part in tissue metamorphosis and play an important
role in tumorigenesis. Reduced expression of RECK is described for different carcinomas [27,
28, 29, 30] and its influence on developmet of carcinoma is shown. Gene regulation of RECK
itself is influenced on different ways among them SP1 for which a binding site is present in the
promoter [11]. Hypermethylation of the RECK promotor leads to reduced gene expression, as
shown for colon [31] and other carcinomas [28, 32, 33]. In addition, a significant correlation to
lymphogenous metastasis [28], invasive tumour growth [33] and relapse-free survival and overall
survival [32] was found. A possible contribution of hypermethylation of the RECK promotor in
renal cell carcinomas (RCCs) to renal carcinogenesis is under discussion. We aimed to clarify

this question by measurement of reck gene promotor methylation.
Methods:

Genomic DNA of 33 RCC tissues and tumor surounding tissue was used. A sodium bisulfite
modification was carried out to uncover possible methylated cytosine residues. RECK promoter
hypermethylation (PM) was assessed by methylation-specific PCR (MSP) using real-time PCR
equipment (LightCycler). Using beta-actin (ACTB) as a methylation independent reference gene

we were able to quantify for the ratio of methylated cells in the respective samples.
Analysis:

Original MSP data of tumor and tumor surrounding tissue were further analyzed using Wilcoxon
test provided by GraphPad Prism® software. In addition we tried to establish a correlation and
assoziation between the degree of methylation and tumour defining (invasive tumor growth,
grading) and patient-specific data (age, gender). Kaplan-Meier analyses was used to estimate the

influence of RECK-PM on relapse-free survival and overall survival.
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Results:

There was no significant difference of methylation in tumor promotor dna and the surrounding

tissue dna (p = 0,851).

No significant correlation or association of promotor methylation and tumour defining and
patientspecific data was found in our limited data set of 33 patients. Kaplan-Meier analysis did

not show any influence on relapse-free survival and overall survival.
Conclusion:

With our limited data set we were not able to show that RECK-promotor-methylation plays an

important role in the etiology of RCCs.

Other means of downregulation of RECK (e.g. mutational events) may contribute the renal

carcinogenesis and remain to be assessed by additional investigations.
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I Einleitung

1. Das Nierenzellkarzinom

1.1 Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist mit einer Haufigkeit von 3 % aller Tumoren im
Erwachsenenalter der dritthdufigste Tumor der Harnwege [1]. Es stellt mit einem Anteil von
85% die hiufigste tumordse Raumforderung der Niere dar. Der Erkrankungsgipfel liegt in der 6.
und 7. Lebensdekade [2]. Das Verhéltnis von erkrankten Ménnern zu Frauen betrdgt 3:2 [3]. Die
Mortalitét liegt fiir Ménner bei 3/100 000 und bei Frauen bei 8/100 000. Die Inzidenz liegt in
Deutschland fiir Ménner bei 22/100 000 und bei 10/100 000 fiir Frauen [4]. Als sichere
Risikofaktoren fiir die Entstehung des Nierenzellkarzinoms gelten Bluthochdruck, Rauchen,
Adipositas, eine positive Familienanamnese (das Risiko fiir erstgradige Verwandte ist etwa
verdoppelt) und verschiedene genetische Syndrome, wie z.B. die von Hippel-Lindausche
Erkrankung und eine tuberdse Sklerose [5]. Mit hoher Evidenz gelten auch verschiedene

hormonelle Faktoren sowie chemische Substanzen und Metalle als belastende Faktoren [3].

1.2 Atiopathogenese

Das Nierenzellkarzinom entspringt meist den proximalen Tubuluszellen. Der Tumor kann
iiberall in der Niere lokalisiert sein. Mit voranschreitendem, expansivem Wachstum durchbricht
er die Nierenkapsel und dringt in angrenzende Gewebe sowie die Lymphknoten ein. Auch kann
es zur Bildung von Tumorthromben in der Vena cava inferior und der Vena renalis mit den
Zeichen einer Nierenvenenthrombose kommen. Das Nierenzellkarzinom metastasiert vor allem
in die Lunge, das Gehirn, das Skelettsystem, die Leber, die Nebenniere oder die kontralaterale

Niere, wobei der Befall in 90% der Fille einseitig bleibt [6].

Das Nierenzellkarzinom wird histologisch in 5 Haupttypen eingeteilt [5].
- klarzelliges Nierenzellkarzinom 70%

- papilléres (oder chromophiles) NZK 10-15%

- chromophobes NZK 5%

10
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- Sammelrohrkarzinom und medullares NZK < 1%

- unklassifiziertes NKZ 4-5%

1.3 Klinik

Die Klinik des Nierenzellkarzinoms ist sehr vielfdltig, tritt aber in der Regel nur bei
fortgeschrittenen oder metastasierten Tumoren auf. Die Mehrzahl der Nierentumoren wird heute
zufillig (inzidentell) im Rahmen einer bildgebenden Diagnostik entdeckt. Im Folgenden sind

mogliche Symptome aufgefiihrt.

- Symptomatische Trias bei ca. 5-10 % der Fille:

Macro- bzw. Microhdmaturie als Zeichen des Einbruchs des Tumors in das Kelchsystem,

Flankenschmerzen, palpable Tumormasse
- Paraneoplastische Symptome:

Andmie oder Erythrozytose, Hypercalcdmie durch ossdre Metastasierung, ektope
Parathormonproduktion und Prostaglandinproduktion durch Tumorzellen, hohe
Erythrozytensenkungsgeschwindigkeit, Hypertonie als Folge eines erhohten Renin
Spiegels, Symptome eines Cushing-Syndroms durch erh6hten ACTH-Ausstof3

- B-Symptomatik:

Gewichtsverlust, Fieber, Nachtschweil3
- Stauffer-Syndrom (Syndrom hepatischer Dysfunktion)
- Laborchemische Verdnderungen:

Es konnen unter anderem die alkalische Phosphatase, das Bilirubin, die leberspezitischen
Transaminasen, die Gamma-Glutamyl-Transferase (yGT) und das Prothrombin erhoht

sein. Ebenfalls ist das Auftreten einer pathologischen Blutgerinnung moglich [6][7].

11
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1.4 Diagnostik

Mittel der Wahl zur Unterscheidung von Tumoren und Zysten der Niere ist der Ultraschall. Des
Weiteren werden Computertomographie (CT) sowie Kernspintomopraphie (MRT) zur
Bestitigung der Diagnose und zum weiterem Tumorstaging eingesetzt. Wichtig ist eine
Einschétzung einer moglichen Metastasierung in Lymphknoten, in andere Organe und eine
Infiltration der Vena cava fiir die Abwédgung der Therapieoptionen. Laborchemische

Auffilligkeiten konnen vor allem Hinweise auf metastatische Prozesse liefern.

1.5 Einteilung

Das NZK wird den Bestimmungen der Union for Interntional Cancer (UICC) folgend nach
aktuellem Stand durch die TNM Klassifikation of Maglinant Tumors (TNM Klassikation) von
2010 unterteilt (Tabelle 1). In deren Anlehnung werden TNM-Stadien differenziert [8]. Das

Tumorgrading wird bestimmt durch die anaplastischen Verdnderungen der Zelle (Tabelle 2).

Tabelle 1 TNM-Klassifikation nach WHO ( 2010)

T1 <7 cm, begrenzt auf Niere NO keine Lymphknotenmetastasen
T2 >7 cm, begrenzt auf Niere N1 Lymphknotenmetastasen

T3a Infiltration Nierenvene/perirenales Fett MO keine Fernmetastasen

T3b Infiltration Nierenvene/V. cava inferior M1 Fernmetastasen

T3¢ Infiltration V. cava oberhalb des Zwerchfells

T4 Uber Gerota-Faszie hinaus

12
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Tabelle 2 Nukledres Grading des Nierenzellkarzinoms nach Thoenes
(Thoenes u. Storkel 1991)[9]

G Kerne Nukleolen Mitosen

1 regelmifBig, rund, in der GroBe nicht vergroBert fast keine
normaler Tubuluszellkerne

2 im Vergleich zu normalen Tubuluskernen vergroBert gelegentlich
vergrofert, mdBige Form- u. Grofenunterschiede

3 betrachtlich vergroBert, ausgeprigte zum Teil stark vergroBert, oft atypisch
Polymorphie und Hyperchromasie oft Riesenzellen
1.6 Therapie

Therapeutisch ist die operative Entfernung des tumortragenden Gewebes bzw. die totale
Nephrektomie die erste Option. Unter kurativem Aspekt, also in metastasenfreien Stadien, wird
eine radikale Nephrektomie mit Adrenalektomie, der Mitnahme der Nierenfettkapsel, des
proximalen Ureters, der Exzision der umgebenen Faszie sowie einer regionalen
Lymphadenektomie durchgefiihrt [6]. Ist eine komplette Entfernung des Tumors technisch
machbar sollte eine Teilresektion vor allem bei (funktionellen) Einzelnieren angestrebt werden.
Ist der Patient in einem schlechten Allgemeinzustand, kann versucht werden den Tumor durch

lokal ablative Verfahren zu behandeln.

Nierenzellkarzinome sind nicht chemo-, sowie strahlensensibel, weshalb diesen Verfahren nur
ein palliativer Charakter zur Tumormassenreduktion und zur Schmerzlinderung bei Metastasen
zukommt [6]. Bei Rezidiven sowie in metastasierten Stadien werden heute zielgerichtete

molekulare bzw. immuntherapeutische Ansitze verfolgt [7].

1.7 Prognose

Die Prognose des Nierenzellkarzinoms orientiert sich weitgehend an der Tumorstadieneinteilung
nach UICC. Eine stattgehabte Metastasierung hat den entscheidenden Einfluss auf die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach der Diagnose eines Nierenzellkarzinoms. In nicht

fernmetastasierten Stadien ist vor allem der Lymphknotenstatus fiir die Prognose wichtig [8].

13
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2. RECK

2.1 RECK-Gen

Das RECK-Gen (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs) wurde erstmals als
ein Suppressor-Gen fiir durch onkogenes RAS induzierte Transformation isoliert. Es wurde auf
dem kurzen Arm von Chromosom 9 identifiziert, ein Genlokus in dessen Bereich sich potentielle

Tumorsuppressorgene befinden [10].

RECK erfiillt Aufgaben in physiologischen sowie pathophysiologischen Entwicklungsprozessen.
Eine wichtige Aufgabe ist der koordinierte Ablauf der stindig stattfindenden Umbauprozesse der
extrazelluldren Matrix durch Inhibierung von Metalloproteinasen [11]. Die Konstanz dieser
Prozesse ist entscheidend wéhrend der Phase der Embryogenese [11]. Ein stabiles Wachstum vor
allem der Gefédlle, sowie der Neuralrohrentwicklung, wird unter anderem durch die Wirkung von
RECK sichergestellt [11]. Weiterhin hat RECK einen hemmenden Einfluss auf die Entwicklung

und Invasivitit maligner Prozesse sowie auf die Metastasierung von Tumoren.

2.2 Kennzeichen der Malignitit
Maligne Tumore sind durch sechs grundlegende Eigenschaften gekennzeichnet [12].

1. Unabhéngigkeit gegeniiber Wachstumsfaktoren
2. Unempfindlichkeit gegen Hemmfaktoren

3. Immunitét gegen Apoptose

4. unkontrolliertes Zellwachstum und Zellteilung
5. fortgesetzte Angiogenese

6. Gewebeinfiltration und Metastasierung

Bezug nehmend auf genannte Gewebeinfiltration und Metastasierung bendtigen maligne Zellen
drei im Modell postulierte Fahigkeiten [13]:

Sie bendtigen die Fahigkeit Proteine der extrazelluldren Matrix zu degradieren, sich an
entsprechende Proteine anzulagern und wieder zu 16sen sowie sich durch Defekte in der Matrix

zu bewegen. Die Basalmembran des Organgewebes muss durchbrochen werden um ins

14



RECK-Methylierung

Gefallsystem einzudringen und an anderer Stelle erneut auszutreten. Dort miissen sich die
Tumorzellen in fremdem Gewebe ansiedeln und um groBflachig invasives Wachstum zu
gewihrleisten zur Vaskularisierung befahigt sein. Nachfolgend beschriebene Metalloproteinasen
scheinen eine entscheidende Bedeutung in der Gewebeinfiltration und Metastasierung von

Tumorzellen zu haben.

2.3 RECK und Metalloproteinasen

RECK fungiert als Inhibitor von extrazelluldr sezernierten oder an die Zellmembran gebundenen

Enzymen, den sogenannten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) [14].

MMPs sind substratspezifische Endopeptidasen, die z.B. durch Spaltung von Peptidbindungen in
der Lage sind, verschiedene Strukturen der extrazelluldren Matrix abzubauen. Eine Zuordnung
zur Gruppe der MMPs erfolgt neben genannter Funktionsweise auf Grund eines strukturell

dhnlichen Aufbaus.

Bisher konnten beim Menschen 23 Enzyme, die den MMPs zuzuordnen sind, identifiziert
werden. Sie werden nach ihrer Substratspezifitét in verschiedene Untergruppen unterteilt [15].
Man unterscheidet Kollagenasen, Stromelysine, Gelatinasen und Membran-Typ MMPs (MT-
MMP). Daneben gibt es noch einige MMPs, die keiner der 4 Klassen zugeteilt werden konnen
[15]. Die MMPs werden extrazellulir sezerniert oder wirken an die Zellmembran gebunden
(MT-MMPs) [14]. Die Sezernierung erfolgt bei allen MMPs in Form von inaktiven Vorstufen.
Die Proteine enthalten in ihrer inaktiven Form eine sogenannte Pro-Domaéne, deren Abspaltung

fiir die Aktivierung notwendig ist [15].

Die Metalloproteinasen wirken in verschiedenen geweblichen Umwandlungsprozessen. Sie
spielen eine Rolle in physiologischen Vorgédngen, wie z.B. in der embryonalen und fetalen
Entwicklung [16][17], sowie bei Wundheilungsprozessen [18]. Auch an pathologischen
Vorgéngen, die Gewebeumbauten bedingen, sowie an entziindlichen Verdnderungen, sind sie
beteiligt. So sind sie z.B. in zirrhotisch verdndertem Lebergewebe [19] und bei chronischer

Arthritis nachweisbar [20][21]. Eine entscheidende Bedeutung haben sie in der Tumorgenese.
MMPs fiihren sowohl zu einem Abbau und Umbau der extrazelluldren Matrix (ECM) als auch

eines wichtigen Bestandteils der Basallamina, dem Kollagen IV [22]. Dieser reduzierende

Prozess ist, wie eingangs beschrieben, entscheidend fiir das invasive Wachstum sowie die

15
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Metastasierung maligner Zellen durch Zerstérung der physiologischen Barrieren. Weiterhin
haben die MMPs Effekte auf die Beweglichkeit und Adhdsion von Tumorzellen [23] und auf die
Modulation angiogeneseinduzierender Substanzen wie den vasculdren endothelialen
Wachstumsfaktor (vascular endothelial groth factor; VEGF) [24].

Die MMPs unterliegen der Kontrolle physiologischer Antagonisten, den ,, Tissue Inhibitors of
Matrix-Metalloproteinases* (TIMPs). Diese hemmen ihre Aktivitidt und koordinieren so die
Umbauprozesse der extrazelluldren Matrix. Bisher sind 4 verschiedene MMP Inhibitoren

bekannt, die der Gruppe der TIMPs zugeordnet werden (TIMP 1-4) [15].

Trotz ihrer MMP hemmenden Funktion zeigen RECK und die Gruppe der TIMPs keine
Ahnlichkeit in ihrem strukturellen Aufbau und zeigen andere Wirkungsweisen und

Lokalisationen [17], so dass RECK nicht der Gruppe der TIMPs zugeordnet wird.

Nach derzeitigem Stand inhibiert RECK die MMPs -2,9 und MT1-MMP (MMP-14) [14].
MMP-2 und 9 sind Gelatinasen. Sie werden daher auch als Gelatinase A und B bezeichnet [15].
Sie sind in der Lage Kollagen IV und eine Vielzahl weiterer Bestandteile der extrazelluldren
Matrix (z.B. Kollagen I,V,VILIX,X, Elastin, Fibronectin, Laminin und Vitronectin) zu
degradieren [22].

MT1-MMP ist ein Membran gebundenes zum Teil endosomal vorkommendes Enzym. Es
aktiviert latente MMPs wie MMP-2 und MMP-13 und besitzt proteolytische Aktivitit, wobei es
Kollagen I und III sowie Fibronectin und Laminin abbaut [25].

Die Aktivierungskaskade von MMP-2 aus seiner latenten Form (Pro-MMP-2) wird von RECK
direkt beeinflusst. Pro-MMP-2 wird durch Anlagerung an MT1-MMP in seine inaktive Vorstufe
iiberfiihrt. Bereits aktiviertes MMP-2 bewirkt riickkoppelnd die Aktivierung der inaktiven
Vorstufe. RECK inhibiert diese Kaskade, indem es die genannten proteolytischen
Aktivierungsschritte unterdriickt [26]. Die Wirkung von RECK auf MMP-9 sowie der genaue
Ansatzpunkt im Bildungsprozess zwischen Translation und Sekretion an dem RECK hemmend
auf die MMP-9 Bildung wirkt ist nicht abschlieBend geklart [26]. Bekannt ist eine schwache
Aktivitdt von RECK an pro-MMP-9 zu binden [22].

2.4 Einfluss auf die embryonale Entwicklung

Eine entscheidende Aufgabe scheint RECK vor allem in der embryonalen Entwicklungsphase zu

haben. In Tierversuchen mit Madusen konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen von RECK zu
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intrauterinem Fruchttod mit verminderter Substanz der Blutgefdfle, des mesenchymalen
Gewebes, sowie des Neuralrohrs fiihrt. Eine erhohte Aktivitdt von MMP-2 konnte hier
nachgewiesen werden, welche sich auch in der Reduktion von Kollagen Typ I widerspiegelte

[26].

2.5 RECK-Expression in malignen Tumoren

Wihrend RECK in normalem Gewebe relativ hoch exprimiert wird kommt es bei einigen
Tumorentitdten zu einer geringeren Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum
umliegenden Gewebe.

So wurde eine verminderte RECK-Expression im Prostatakarzinom nachgewiesen. Ein
geringerer RECK-Nachweis war mit einem hoheren Gleason Score und einem hoheren
pathologischen Tumorstadium (pT) assoziiert [27]. Ahnliche Ergebnisse konnten beim

Kolonkarzinom [28] sowie beim Mamakarzinom [29] gefunden werden.

Weiterhin wurde der Zusammenhang der RECK-Expression zur Tumorinvasivitit und
Tumorprognose beim duktalen Pankreaskarzinom untersucht [30]. Hier zeigte sich, dass
Tumoren mit hoher RECK-Expression eine signifikante Verringerung des invasiven Wachstums
im Vergleich zu Tumoren mit niedriger RECK-Expression hatten und ebenfalls eine signifikant
bessere Prognose aufwiesen. Des Weiteren war eine hohe RECK-Expression negativ mit der

Aktivitdt der Metalloproteinase-2 korreliert.

2.6 RECK-Regulation

Clark et al.[11] fassten die verminderte Expression von RECK durch Beeinflussung der SP 1
Region im RECK-Promotorbereich zusammen. Grundsitzlich wurde eine direkte Bindung an die
Sp 1 Region z.B. durch LMP-1, ein Produkt des Epstein Barr Virus, angefiihrt. Auch eine
indirekte Beeinflussung durch Erh6hung der Affinitét von an die Spl Region bindenden und

diese beeinflussenden Proteinen wurde beschrieben.

Ein weiterer Ansatzpunkt war die Untersuchung einer Hypermethylierung des RECK-
Promotors. Es konnten Zusammenhénge der geringeren Expression zur Hohe der Methylierung
im Promotorbereich gefunden [31] und Auswirkungen auf die Tumorprognose [32] und

Tumorinvasionstiefe [33] aufgezeigt werden.
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2.7 DNA-Methylierung

Malignes Wachstum kann z.B. durch eine direkte Verdnderung des Erbguts, also eine
Verdnderung der auf der DNA-Basenfolge codierten Information (z.B. Punktmutationen,
Deletion) entstehen. Daneben konnen auch epigenetische Verdnderungen wie eine DNA-
Methylierung in den geordneten Zellmechanismus eingreifen und so zur Entstehung bzw. zum
Voranschreiten tumordser Prozesse beitragen. Es gibt drei Hauptmechanismen, die eine DNA-

Methylierung mit der Karzinomentstehung in Verbindung bringen.

1. Die unten beschriebene Hypermethylierung in der Promotorregion eines Gens mit Inhibierung

der Genexpression.
2. Eine Hypomethylierung, welche zu gesteigerter Aktivitit von Proto-Onkogenen fiihrt sowie

3. eine genomweite Hypomethylierung, die eine DNA Instabilitdt bewirken und damit die

Grundlage fiir die Entstehung von Mutationen sein kann [34].

Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um eine chemische Modifikation. Diese vollzieht
sich an der Base Cytosin an Cytosin-Guanin Dinukleotiden (CpGs) [35]. Es werden
Methylgruppen durch Methyltransferasen auf das Kohlenstoffatom C’5 der Base Cytosin
kovalent {ibertragen [36] (Abb.1).

N NYN
O

N Methyltransferase
\‘( S-Adenosyl-Methionin

Abb. 1 Methylierung von Cytosin am 5 'C Atom und Bildung von Methylcytosin durch Methyltransferasen. S-Adenyl-

Methionin dient als Methylgruppendonator.
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CpGs finden sich tiber die gesamte DNA verteilt. Eine deutliche Hiufung zeigen sie in
sogenannten CpG Inseln, die aus ca. 0,5-5 kb bestehen [37] und vor allem in den Gen-
Promotoren liegen. Physiologisch liegen ca. 70 % aller CpG Dinukleotide methyliert vor. Die
meisten CpG Inseln sind jedoch nicht hypermethyliert. Die Gen-Methylierung ist ein wichtiger

Mechanismus zur Kontrollierung der Expressionen eines Gens [38].

Kommt es zu einer gezielten Hypermethylierung der Dinukleotide in der Promotorregion des
Gens kann die Transskription dessen gehemmt und damit die Funktion inhibiert werden (Abb.2).
Dieser als ,,gene silencing® bezeichnete Vorgang kommt nicht nur in onkogenen Prozessen,

sondern auch physiologisch, z.B. bei der Inaktivierung des X Chromosoms bei Frauen vor [39].

gesunde Zelle

Transskription

Promotor
PLLLLLLL L 1111 ULt DNA
Exan Exan
entartete Zelle
keine Transskription
Promotor
[ERRRRRRRRENEN T Lt DNA
Exan Exan

Abb. 2 Promotor-Methylierung eines Tumorsuppressorgens mit der Folge der Transskriptionshemmung: Die obere Abbildung

zeigt eine gesunde Zelle. Hier liegen die CpGs vor allem in nicht methylierter Form (schwarz) vor. Methylierte CPGs (rot) finden
sich liberwiegend in nicht regulatorischen Bereichen und wirken stabilisierend. In der entarteten Zelle (untere Zelle) ist die

Promotorregion hypermethyliert (CpGs rot). Die Transskription des Gens wird dadurch gehemmt oder verhindert.
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2.8 Hypermethylierung als prognostischer und therapeutischer Ansatzpunkt

Der Nachweis einer DNA-Hypermethylierung in der Promotorregion von RECK kdnnte ein
ergidnzender diagnostischer sowie auch prognostischer Faktor sein, da anders als bei genetischen
Mutationen die Hypermethylierung in definierten und damit leicht zu detektierenden Regionen
ablduft. Auch eine Beeinflussung durch medikamentése Regulierung der Methylierungsprozesse
des RECK-Gens ist in vorangegangenen Studien untersucht worden und lieferte positive
Ergebnisse [40]. Ziel muss es dabei sein eine Verringerung der Methylierung und damit eine

Erh6hung der RECK-Expression zu erreichen.

2.9 Zusammenfassung

Das RECK-Gen codiert fiir ein Protein, das die Aktivierung der Metalloproteinasen MMP-2, -9
sowie MT1-MMP hemmt. Fiir RECK werden entscheidende Einfliisse sowohl auf die
embryonale Entwicklung als auch auf das Wachstum, die Invasivitdt und die Metastasierung

maligner Tumoren postuliert.

RECK wird bei verschiedenen Tumoren im Tumorgewebe im Vergleich zum umliegenden
gesunden Gewebe geringer exprimiert [27, 28, 29, 30]. Diese Verminderung der RECK-
Expression konnte teilweise in Zusammenhang mit einer Hypermethylierung des Gens in dessen
Promotorregion als ursidchlich in Verbindung gebracht werden [31]. Es zeigten sich signifikante

Auswirkungen auf die Tumorprognose [32] und Tumorinvasionstiefe [34].

3. Ziel der Arbeit

In der Vergangenheit ist die Expression von RECK bei verschiedenen Tumorentititen (z.B. im
Prostata- , Colon- , Mamma- sowie Pankreaskarzinom) untersucht worden. Weiterhin wurde die

Methylierung der Promotorregion untersucht (Kolon, Magen, orales Plattenzellkarzinom).

Zum derzeitigen Stand fehlen Studien die eine RECK-Methylierung sowie generell eine

Expressionshemmung beim Nierenzellkarzinom darstellen.

Ziel dieser Arbeit ist es die Methylierung des RECK-Promotors im Nierenzellkarzinom zu
quantifizieren, im Bezug zu klinisch pathologischen Parametern zu bewerten und mit Proben

nicht tumords verdndertem Nierengewebe zu vergleichen.
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Auf dieser Grundlage besteht die Aussicht einen potentieller Biomarker fiir Aggressivitit und

Voranschreiten der Karzinomerkrankung zu finden.

4. Arbeitsablauf

Folgende Arbeitsschritte wurden fiir die Messung der RECK-Methylierung beim
Nierenzellkarzinom bendtigt und sind nachfolgend dargestellt. Ergidnzend zeigt Abbildung 3 die

Schritte der Datenanalyse.

1. Gewinnung von Probenmaterial der Niere von Patient/in mit Nierenzellkarzinom (Normal-

Gewebe N/ Tumor-Gewebe T)
2. Isolierung der genomischen DNA aus den gewonnenen Gewebeproben.
3. Behandlung der isolierten DNA mit Bisulfit.

4. Quantifizierung der Methylierung des RECK-Gen-Promotors bei Tumorgewebe und

umliegendem Gewebe
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Abb. 3 Flussdiagramm; Arbeitsschritte zur Methlierungsmessung sowie Datenanalyse
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I1 Materialien und Methoden

1. Patientenkollektiv

Das Kollektiv setzt sich aus 33 Patienten in einem OP-Alter zwischen 49 und 86 Jahren
zusammen. Das mittlere Alter betrdgt 65 Jahre bei einem Median von 64 Jahren. Es handelt sich
um die Gewebeproben von 23 ménnlichen und 10 weiblichen Patienten. Die Patienten
unterzogen sich bei stationdrer Behandlung einer radikalen Nephrektomie in der Charité-
Universitidtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, im Zeitraum von 1995-2005. Die
Patienten wurden nach stationdrer Auftnahme entsprechend aufgeklirt und gaben ihre
Zustimmung zu einer moglichen experimentellen Verwendung der Proben. Bei 32 Patienten
handelte es sich um die Erstmanifestation eines Nierenzellkarzinoms. Eine Patientin war
anamnestisch bereits auf Grund eines Nierenzellkarzinoms der anderen Niere nephrektomiert

worden.

Die Tumore von 26 Patienten zeigten histologisch einen klarzelligen Typ. Sechs waren dem
chromophilen und ein Karzinom dem sarkomatoiden Typ zuzuordnen. Bei 16 Patienten war der
Tumor in der linken, bei 17 in der rechten Niere lokalisiert. Das Tumorvolumen wurde in cm®
bestimmt. Es lag bei einem Mittelwert von 243,5 cm® zwischen 18,8 cm® und 923.8 cm’. Bei
fiinf Patienten war zum OP-Zeitpunkt nebenbefundlich ein Karzinom welches auf ein anderes
Ursprungsorgan zuriickzufiihren war vorhanden. Das Tumorstadium wurde nach den Richtlinien
der Internationalen Union gegen Krebskrankheiten (UICC) auf histopathologischem Weg
bestimmt und unterteilt. 11 Patienten zeigten ein pathologisches Tumorstadium (pT) 1. Bei 10
Patientinnen lag das Stadium pT II vor. Eine weitere Unterteilung des pT-Stadiums III, dem 11
Patienten zugeordnet wurden, in jeweils a, b und ¢ (wie in der WHO Klassifikation
vorgenommen) wurde in der Auswertung auf Grund der geringen Anzahl der Félle nicht
beriicksichtigt. Ein Patient hatte einen Tumor, der eine organiibergreifende Ausbreitung (pT IV)
zeigte. Zwei Tumore wurden histopathologisch als Grading (G) der Stufe I eingestuft. 22
Tumore zeigten anaplastische Verdnderungen im Sinne von G II. Neun Tumore wurden als G 111
eingestuft. Vier Patienten zeigten zum OP-Zeitpunkt eine Fernmetastasierung. Bei zwei
Patienten bestand der Verdacht auf eine pulmonale Metastasierung, die jedoch nicht sicher
nachgewiesen und so in der Auswertung als metastasenfrei behandelt wurde. Eine nodulére

Metastasierung wurde bei zwei Patienten nachgewiesen (Tab. 3).
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Weiterhin wurden Daten zu moglichem postoperativen Versterben und postoperativer
Uberlebenszeit sowie dem Auftreten eines postoperativen Tumorrezidivs mit postoperativer
Rezidivfreiheit erhoben. Fiir sechs Patientin konnten abschlieend nicht alle genannten Daten

erhoben werden.
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Tabelle 3

verwendetes Patientenkollektiv

RECK-Methylierung

Anzahl der Patientenproben

Geschlecht

maénnlich

weiblich

Mittleres Alter in Jahren

Median

Alterspanne in Jahren

pathologisches Tumorstadium:

pT1

pT I

pT 111

pT IV

Fernmetastasierung:

MO

MI

noduléire Metastasierung:

NI

NO

33

23

10

65

64

49-86

11

10

11

29

31

pathologisches Resektionsergebnis:

RO

R1

Grading:

GI

GII

GIII

33

22
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2. Reagenzien und Kits

Tabelle 4 zeigt die nachfolgend verwendeten Reagenzien und Kits.

RECK-Methylierung

Tabelle 4 Reagenzien und Kits
Name Hersteller Katalog Nr. Verwendungszweck
QIAamp DNA Mini- . DNA Isolierung aus
Qiagen 51304
Kit Gewebe
EpiTect Bisulfite Qiagen 59104 Bisulfitierung
LightCycler Tagman Quantifizierung der
sy a Roche 04535286001
Master methylierten DNA
CP-Genome
Universal
Chemicon S 7821 Methyltransferaseversuch
Methylated DNA
Set
CP-Genome
Universal
Chemicon S 7822 Methyltransferaseversuch
Unmethylated DNA
Set
Epitect PCR Control . Bestimmung des
Qiagen 59695
DNA Set Detektionslimits
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3. Bearbeitung der Proben

3.1 Gewinnung des Probenmaterials

Aus der operativ entnommenen Niere wurden unter makroskopischer Sicht geeignete tumordse
und nicht tumordse Gewebestiicke entnommen. Diese wurden sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. AnschlieBend wurden die Gewebestiicke bei -80 °C gelagert. Aus den
gefrorenen Stiicken wurden mit dem Frigocut 2800 E (Jung, Nussloch, Deutschland) jeweils ca.
30-40 25 pum breite Gefrierschnitte angefertigt. Diese Gewebeschnitte wurden zur genomischen

DNA-Isolierung verwendet.

3.2 Isolierung genomischer DNA

Die DNA wurde entsprechend dem Protokoll des Qlamp DNA Mini-Kits fiir Gewebeproben und
Zellkulturzellen isoliert und anschlieend bei -20 °C gelagert.

3.3 Zellkultivierung

Die Methylierungsmessung durch die methylierungsspezifische Polymerasekettenreaktion
erfolgte auch an der Zelllinie LNCaP, welche humanem Prostatakarzinom entstammt. Diese
wurde zur Opimierung bzw. als Kontrolle und Kalibrator in der PCR-Messung eingesetzt. Die
Zelllinie LNCaP wurde von der ,,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen*
(Braunschweig, Deutschland) bezogen. Es wurde die individuelle Empfehlung der American
Type Culture Collection (ATCC) zur Zellkultivierung beachtet. Diese wurde durch die
medizinisch technische Assistenz der urologischen Forschung der Charité-Berlin (Campus
Mitte) durchgefiihrt und fiir nachfolgende Versuche zur Verfiigung gestellt. Die gefroren
gelagerten Zellen wurden aufgetaut und mit RPMI-1640 Medium (Gibco, Fa.Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) durchmischt. Das Pellet wurde mit 12 ml RPMI-1640-Medium mit 10%
fetalem Kélberserum und Penicillin sowie Streptomycin resuspendiert, in eine Zellkulturflasche
(75 cm?, Fa NUNC GmbH, Wiesbaden, Deutschland) iiberfiihrt und im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO, Gehalt der Luft kultiviert bis eine Konfluenz von ca. 80% erreicht wurde. Die
adhédrenten Zellkulturen wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und dann mit Trypsin/EDTA-
Losung (0,05 % Tryptin/ 0,02% EDTA) abgelost. Zur Unterscheidung zwischen vitalen und
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toten Zellen wurden diese mit Tryptanblau gefarbt und in einer Neubauer-Zihlkammer die

Anzahl lebender Zellen bestimmt [41].

3.4 Konzentrationsbestimmung

Quantitative Nukleinsdurebestimmung:

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten DNA wurde nach Auftauen unter Raumtemperatur
und Durchmischung der Probe mit dem NanoDrop-ND-1000-Spektrophotometer (Fa. Nanodrop
Technologies, Willington, DE, USA) durchgefiihrt.

Die Bestimmung beruht auf dem Prinzip der photometrischen Messung. Es wurden nachfolgend
1,2 ul DNA jeder Probe pro Messung verwendet. Die DNA wurde in Doppelbestimmung bei
einer Wellenldnge von 260 nm gemessen. Anhand der ermittelten Extinktion wurde die
Konzentration nach dem Verhiltnis der Absorptionseinheit 1 OD bei A 260 nm = 50 pg
doppelstrangiger (ds) DNA und dementsprechend:

C (ug DNA) / ml = A 260%50 pg errechnet.

Eine Kontamination der DNA durch Alkohol oder Proteine wurde anhand des Verhéltnisses
zwischen der Absorbtion fiir Proteine bei 280 nm und der gemessenen Wellenlédnge bei 260 nm

bestimmt.
260 nm / 280 nm

Ein Wert nahe 1,8 spricht fiir eine reine DNA-Isolierung. Ein signifikant kleinerer Wert spricht

fiir eine Verunreinigung.

Ein weiterer Indikator fiir Verunreinigungen ist das Verhéltnis der Konzentrationswerte bei
230 nm / 260 nm, welches bei 0,45 liegen sollte.

Anhand graphischer Darstellungen des Absorptionspektrums zwischen 220 nm und 350 nm

lassen sich ebenfalls eventuelle Verunreinigungen erkennen.
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4. Bisulfitierung

4.1 Grundlage der Bisulfitreaktion

Eine Methylierung findet im Rahmen einer epigenetischen Modifikation vor allem an der DNA-
Base Cytosin (C) insbesondere in Cytosin-Guanin (CpG) Dinukleotiden statt. Um eine
Methylierung der DNA-CpGs zu detektieren wurde die DNA mit Natriumbisulfit behandelt.
Unmethyliertes Cytosin in CpG Abschnitten wurde hierbei in die Base Uracil umgewandelt.
Falls der DNA-Abschnitt methyliert war, verhinderte die gebundene Methylgruppe die
Umwandlung in Uracil und das Cytosin blieb bestehen (Tab. 5).

Die quantitative Messung der Methylierung erfolgte mittels der unten beschriebenen Real-Time
PCR. Es fand eine anhand eines entsprechenden Primers definierte Messung der methylierten

DNA-Abschnitte statt.

Tabelle 5 Bisulfitreaktion
Orignal Sequenz bisulfitierte DNA
Unmethylierte DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N
Methylierte DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-G-N

In der Original Sequenz sind die CpGs rot dargestellt. Nach der Bisulfitreaktion bleiben die methylierten CpGs erhalten (fett

schwarz). Die unmethylierten Cytosine werden durch die Reaktion mit Natriumbisulfit in die Base Uracil (griin) umgewandelt.
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4.2 Ausfiihrung

Die Bisulfitierung wurde entsprechend des Protokolls des oben aufgefiihrten Kits (EpiTect
Bisulfit, Qiagen) durchgefiihrt. Die aufgefiihrten Komponenten und Losungen entstammen dem

Bisulfitkit.

1. Bisulfitierung

Die gefrorenen DNA-Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Bisulfitmix-Aliquots

wurden jeweils durch 800ul RNase freies Wasser erginzt und durch vortexen vollstindig geldst.

Die Bisulfitierung erfolgte in 0,2 ml PCR-R6hrchen und umfasste die in Tabelle 6 dargestellten

Komponenten.
Tabelle 6 Reaktionskomponeten der Bisulfitreaktion
Komponente Volumen in pl
Proben DNA 1 pug variabel*
RNase freies Wasser variabel*
Bisulfit Mix 85
DNA protect Puffer 35
Gesamtvolumen 140

*DNA und RNase freies Wasser mussten zusammen 20 pl ergeben. Es kamen jeweils 1 pg DNA zum Einsatz.

Die Bisulfitierung wurde mit einem Thermocycler (entsprechend in Tabelle 7 dargestellt) durchgefiihrt.

Tabelle 7 Bisulfitierung im light cycler®
Stufe Zeit in min Temperatur in ° C
Denaturierung 5 99
Inkubation 25 60
Denaturierung 5 99
Inkubation 85 60
Denaturierung 5 99
Inkubation 175 60
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2. Losen der DNA

Die bisulfitierten DNA-Proben wurden jeweils mit einer Pufferlosung (560 pl Puffer BL) sowie
5,6 ul Carrier RNA durch vortexen vermischt. Die Losung wurde dann auf eine Membran in
spezielle Epitect Sdulen tiberfiihrt. Durch den Puffer und die Carrier-RNA wurde die bisulfitierte
DNA an der Membran der Séule fixiert und anschlieBend {iber mehrere Wasch- und
Zentrifugationsschritte entsprechend dem oben genannten Protokoll gereinigt. Abweichend zum
Protokoll kam es zu einer Modifikation nach dem letzten Waschschritt um einen héheren Ertrag
an bisulfitierter DNA zu erreichen. Jede Probe wurde mit 500 pl 100 % Ethanol vermengt und
fiir eine Minute auf voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschlieend
verworfen und die Sdule erneut 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde bis zum vollstdndigen
Trocknen fiir 5 Minuten bei 56°C inkubiert. Die auf der Membran fixierte DNA wurde durch
Zugabe von 30 ul EB Puffer gelost. Das erhaltene Eluat wurde, ebenfalls vom Protokoll
abweichend fiir einen zweiten Elutionsschritt verwendet um einen hoheren Ertrag an

bisulfitierter DNA zu erreichen.

5. DNA-Quantifizierung

5.1 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR beruht auf der Grundlage der Polymerasekettenreaktion (PCR). Hierbei
wird ein DNA-Abschnitt iiber Primer definiert in einer enzymatischen Rektion millionenfach

vervielfiltigt und danach das Produkt mit Hilfe elektrophoretischer Auftrennung dargestellt.

Bei der Real-Time PCR kommt es mit Hilfe von messbaren Fluoreszenzsignalen zu einer
Quantifizierung des gewonnenen DNA-Produkts wahrend des PCR-Laufes. Die Messung findet
in der exponentiellen Phase der PCR statt. Diese umfasst nur wenige Zyklen. AbschlieBend kann
anhand des CT-Wertes (engl.: cycle threshold), auch CP-Wert (engl.: crossing point), die
Konzentration der eingesetzten Menge an zu amplifizierender DNA bestimmt werden. CT-Wert
und Konzentration verhalten sich hierbei (liber eine bekannte Konzentration an DNA als

Vergleichswert ins Verhiltnis zueinander gesetzt) umgekehrt proportional zueinander.

Bei der herkommlichen PCR mit ,,end-point Datenanalyse* ist keine Aussage iiber die genaue

Quantitit des Ausgangsproduktes moglich, es kann nur eine semiquantitave Aussage liber das
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Vorhandensein eines Ausgangsproduktes z.B. mit Hilfe einer elektrophoretischen Auftrennung

getroffen werden.

Mittels der Real-Time PCR wird die Konzentration methylierter DNA (primerspezifisch
markiert) in den Messproben bestimmt. Wie oben beschrieben diente die Bisulfitreaktion hierbei

der Demaskierung der methylierten Abschnitte.
Eine PCR besteht aus verschiedenen Arbeitsschritten:

Zuerst kommt es in der Denaturierungsphase zu einem Erhitzen der DNA. Die
Wasserstoftbriickenbindungen, welche die komplementidren DNA-Strange verbinden, trennen
sich auf. In der zweiten Phase lagern sich die Primer an die jeweiligen DNA-Abschnitte an. In
der Elongationsphase (Amplifizierungsphase) fiillt die DNA-Polymerase die fehlenden Stringe
mit freien Nukleotiden beginnend am angelagerten Primer auf. Die Phasen einer PCR werden als
Zyklen bezeichnet und werden wéhrend eines PCR Laufes mehrfach wiederholt. In der letzten

Phase wird der Reaktionsansatz wieder abgekiihlt.

In der Real-Time PCR werden PCR-Produkte tliber Fluoreszenzsignale detektiert.
Sequenzunspezifisch mittels SYBR Green, oder sequenzspezifisch iiber fluoreszenzmarkierte
Sonden, sogenannte Taq Man Sonden [42]. Taqg Man Sonden sind kurze DNA-Stiicke, die sich
an einen Bereich des zu bestimmenden primermarkierten DNA-Abschnitts anlagern. Sie
bestehen aus einem Reporterfarbstoff sowie einem Quencheranteil. Quencher sind Molekiile,

welche die Fluoreszenz von Farbstoffen in ihrer Ndhe abfangen [42].

Wihrend der Quantifizierung durch die DNA-Polymerase wird die Sonde abgebaut, was dazu
fiihrt, dass der Quencher die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs nicht mehr unterdriicken kann
und diese frei wird. Die Fluoreszenz kann nun ermittelt werden (Abb. 4). Sie steigt in einem
proportionalen Verhéltnis mit den zu quantifizierenden spezifischen DNA-Striangen an. Die
Spezifitiat der Messung unter Gebrauch einer definierten Taq Man Sonde zeigt sich darin, dass
die Fluoreszenz nur frei und messbar wird, wenn wirklich der definierte DNA-Strang verdoppelt

wurde [42].
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Abb. 4 (Roche©) Wihrend der Synthetisierung kommt es durch die Taq-Polymerase zu einem Abbau der Taq Man Sonde.

Dadurch wird die Reportereftloreszenz durch den Quencher nicht mehr unterdriickt und kann gemessen werden. [42]

Um die Real-Time PCR Daten quantitativ auswerten zu konnen legt man eine typische PCR
Kinetik zu Grunde, bei der es ausschlieBlich in der exponentiellen Phase unter optimalen
Bedingungen zu einer konstanten Verdopplung der Ausgangsmenge in jedem Zyklus kommt.

Dies entspréche einer Effizienz von 100 %.

Folgende Gleichung beschreibt bei diesen Verhéltnissen den Zusammenhang von eingesetzter

Menge und Amplifikat:

P (Produktmenge) = A (Ausgangsmenge) x E (Effizienz) cr

Linearisieren und Umformung ergeben die Gleichung der Standardkurve:
CT=(1/logE)xlog A + (log P /log E)

Die Menge des zu bestimmenden DNA-Templates wird anhand des CT-Wertes bestimmt. Dieser
beschreibt den Zyklus der PCR bei dem die Fluoreszenz erstmalig {iber die vorhandene
Hintergrundfluoreszenz (Schwellenwert) steigt.

Er ist umso hoher, je geringer die Ausgangskonzentration des zu amplifizierenden DNA-

Abschnitts in der Probe war, verhélt sich also umgekehrt proportional zur eingesetzten
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Ausgangskonzentration. Dementsprechend kann nach Umformen aus oben genannter Gleichung,

anhand des CT Wertes, die Ausgangskonzentration bestimmt werden.

5.2 Primer und Sonden fiir RECK

Um die Methylierung der RECK-Promotorregion mittels PCR quantifizieren zu konnen, bedurfte
es der Auswahl spezifischer Primer. Dahingehend wurde sich an Primern, welche bei der
Untersuchung der Methylierung des RECK-Promotors im Kolonkarzinom zum Einsatz kamen,
orientiert [31]. Bei deren Einsatz enthielt das zu replizierende DNA-Fragment des RECK-

Promotorbereichs insgesamt 195 Basenpaare und beinhaltete darin 23 CpGs.

Weitere Primer wurden von Tib Molbiol (TIB Molbiol Syntheselabor, Berlin, Deutschland)

konzipiert.

Fiir die Durchfiihrung der Real-Time PCR war weiterhin der Einsatz einer Taq Man Sonde notig.
Diese wurde ebenfalls von Tib Molbiol konzipiert und basierend auf der mit Bisulfit behandelten

Sequenz des RECK-Promotorbereichs entworfen (Tab. 8).

Tabelle 8 Primer und Sonde fiir RECK

Primer[31]:

RECK sense Primer 1 5ST-AATAAAgAgTTTTggTACgggeTAC-3"
RECK antisense Primer 2 5'-AAAACCgCgAAATACTCgAA-3"

Primer von Molbiol ( TIB Molbiol,Berlin,Germany):

RECK sense Primer 3 5-ggTACgTTTTCgTTTTgggA-3"
RECK antisense Primer 4 5"-TCgAACCCAACTTAACCgCA-3"
Taq Man Sonde 5"-FAM-TACCgCCgCTACCgCCgC-BBQ-3"
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Tabelle 9 Primer und Sonde fur B-Actin

3-Actin sense Primer 5" TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAG 3°

5’AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 3°
3-Actin antisense Primer

Taq Man Sonde 5"6FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACAXT--PH 3

Zur Uberpriifung der Spezifitit der RECK-Primer wurde eine Temperatur-Gradienten-PCR
durchgefiihrt. Das PCR-Produkt bei Einsatz der Primer 1 und 2 (Tabelle 8) [31] wurde mit den
von TIB Molbiol konzipierten Primerpaaren nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel verglichen (Abb. 5-6). Durch die Anfarbung mit Ethidiumbromid (lagert sich
interkalierend in die DNA ein) konnten Unterschiede in der Konzentration der PCR-Produkte bei

Betrachtung unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Die Entscheidungsparameter fiir das optimale Primerpaar waren:
- groBtmogliche Methylierungsspezifitit

- grofftmogliche Menge an gewiinschtem Produkt

- moglichst keine Nebenprodukte

Das PCR-Produkt der Primer 1 und 2 zeigte nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel die groflte Spezifitit fiir die gewlinschte Amplifizierung.

Eine deutliche Produktbande in der elektophoretischen Auswertung der PCR zur Quantifizierung
methylierter DNA unter Verwendung des Primerpaares 1 und 2 war erkennbar (Abb. 5). Die
Primer lieferten kein Korrelat (keine Bande) nach PCR-Quantifizierung mit unmethylierter DNA
(Abb. 6).

Diese Ergebnisse waren fiir die Verwendung entscheidend, da die Fragestellung auf die
Quantifizierung der Methylierung des Promotors zielte und die Primer daher
methylierungsspezifisch sein mussten. Die anderen getesteten Primerkombinationen waren, wie

zu sehen ist, weniger spezifisch.

Ein weiterer Faktor, der auf das PCR-Produkt wirkt, ist die Reaktionstemperatur. Diese hat z.B.
einen entscheidenden Einfluss auf die Effektivitdt der Primeranlagerung an die zu

quantifizierende DNA. In genanntem Versuch lag die optimale Reaktionstemperatur bei 61,5°C.
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Auch die Stérung durch entstandene Nebenprodukte war bei genannter Primerkombination am

geringsten.

B

530 533 539 547 558 573 590 604 615 623 628 63,0 Wasser M

180 bp 200 bp
Primer 1/4
195 bp 200 bp
Primer 1/2
200 bp
160 bp
Primer 3/4
- e SIS W W
VLR~ wee s S0 S0 S W & - - . . 200 bp

methylierte DNA RECK MSP Primer 2/3

Abb. 5 Elektrophorese methylierter DNA: elektrophoretische Auftrennung der PCR Produkte verschiedener
Primerkombinationen bei Quantifizierung methylierter DNA in einer methyl. spez. PCR. Zur Verwendung kam das Paar 1/2.
Wasser lief als Negativkontrolle (enthélt keine DNA) mit und durfte keine Bande geben; Optimierung der PCR Temperatur
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530 533 539 547 558 573 590 604 615 623 628 63,0 Wasser M

180 bp 200 bp
Primer 1/4
ot — ey
Primer 1/2
Primer 3/4
175 bp 200 bp
unmethylierte DNA Primer 2/3
RECK MSP

AbDb. 6 Elektrophorese unmethylierter DNA: elektrophoretische Auftrennung der PCR Produkte verschiedener
Primerkombinationen bei Quantifizierung unmethylierter DNA in einer methyl. spez. PCR. Zur Verwendung kam das Paar 1/2.
H,O0 lief als Negativkontrolle (enthélt keine DNA) mit und durfte daher keine Bande geben; Optimierung der PCR Temperatur
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5.3 Durchfiihrung der Real-Time PCR

5.3.1 RECK
Tabelle 10 Programmeinstellungen der Real-Time PCR (RECK)
Programm Segment Temperatur Zyklen Aqui. Mod Slope Zeit in sec
Nummer in °C
In °C/sec
Aktivierung 1 95 1 - 20 600
1 95 - 20 10
Amplifikation 2 61 45 - 20 30
3 72 einfach 20 1
Abkiihlung 1 40 1 - 20 30
Tabelle 11 Messansatz des Real-Time PCR Laufs (RECK)

einfacher Messansatz
Mastermix RECK * 7,5 ul

Bisulfitierte DNA 2,5 ul

* Mastermix RECK in einfachem Ansatz: H,O : 4,9 ul ; Taqg Man Master Mix: 2 ul; sense Primer 10 pM:
0,25 pl; antisense Primer 10 uM: 0,25 pl (Tabelle 8, Primer 1+2); Sonde 10 uM: 0,1 pl (Tabelle 8)
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5.3.2 3-Actin

Tabelle 12 Programmeinstellungen der Real-Time PCR (3-Actin)
Programm Segment Temperatur Zyklen Aqui. Mod Slope Zeit in sec
Nummer in °C
In °C/sec
Aktivierung 1 95 1 - 20 600
1 95 - 20 10
Amplifikation 2 58 45 - 20 30
3 72 einfach 20 1
Abkiihlung 1 40 1 - 20 30
Tabelle 13 Messansatz des real-time PCR Laufs (B-Actin)

einfacher Messansatz
Mastermix B-Actin* 7,5 ul
Bisulfitierte DNA 2,5 ul

*Mastermix B-Actin in einfachem Ansatz: H,0 : 4,5 pl; Taqg Man Master Mix: 2 ul; sense Primer 10 uM: 0,45 pl;
antisense Primer 10 pM: 0,45 ul (Tabelle 9, Primer 1+2); Sonde 10 uM: 0,1 ul (Tabelle 9)

Der Tag Man Master Mix wurde entsprechend des in Tabelle 4 genannten Protokolls
(LightCycler Tagman Master, Roche) aufbereitet und verwendet. Er enthélt die weiteren
notwendigen PCR Komponenten (Taq Polymerase, Desoxyribonucleosid-triphosphat, MgCl,,
Reaktionspuffer).
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5.4 Erstellung der Standardkurve

Die Effizienz einer PCR ist nicht grundlegend konstant. Aus diesem Grund muss sie vor der
Messung von unbekannten Proben durch Messreihen ermittelt werden. Wie rechnerisch
dargestellt ist sie entscheidend fiir die Bestimmung einer Konzentration.

Sie wird iiber die Erstellung einer Standardkurve bestimmt.

Die Standardkurve stellt einen linearen Zusammenhang zwischen CT-Wert und Konzentration
der eingesetzten DNA her.

Zur Erstellung der Standardkurve wurde voll methylierte DNA (mDNA; CpGenome; siche
Tabelle 4) mit bekannter Ausgangskonzentration schrittweise verdiinnt und primerspezifisch
amplifiziert.

Im Fall von RECK wurde mDNA der Konzentration 20 ng/ul in den Stufen 1:2,1:5,1:10,1:100
und 1:1000 verdiinnt. Die lineare Beziehung zwischen den PCR Messergebnissen bei
verschiedenen Verdiinnungsstufen der mDNA und den entsprechenden CT-Werten ergab eine
Gerade, die als Regressionsgerade oder Standardkurve bezeichnet wird (Abb. 7).

Die Effizienz (E) der PCR wurde iiber die Steigung (slope) dieser Geraden bestimmt [41].
E=10 -1/slope

DefinitionsgemaB ist sie bei 100%, was einem Wert von 2,0 entspricht, wenn in jedem Zyklus
der PCR die Amplifikate verdoppelt werden. Das heil3t, dass bei jeder eingesetzten

Konzentration eine konstante Amplifizierung stattfindet.

Um die Konzentration des methylierten RECK-Promotors in unbekannten Proben zu bestimmen

wurden mit Hilfe der Standardkurve (Abb. 7) iiber mitgefiihrte Standardproben
(Kalibratoren) die gemessenen CT-Werte in Beziehung zur gesuchten Ausgangskonzentration

der Proben gesetzt.
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R 2 3+ A

log Konzentration

Abb. 7 Standardkurve einer Real-Time PCR: Ordinate: CT-Werte der verschiedenen mDNA-Verdiinnungsstufen; Abszisse:
log Konzentration

Floureszenz

Zyklus

Abb. 8 Fluoreszenzanstieg wihrend der Real-Time PCR Messung ; Ordinate: ansteigende Fluoreszenz der verschiedenen
Verdlinnungsstufen; Abszisse: Zyklenanzahl; dargestellt ist die Entwicklung des Amplifizierungssignals bei fortlaufenden PCR-
Zyklen. Wasser lauft als interne Kontrolle mit und darf kein Amplifizierungssignal liefern (spricht fiir Verunreinigungen).
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5.5 Relative Quantifizierung der Genexpression

Bei der relativen Quantifizierung wird die Expression des Zielgens auf ein in der gleichen Probe

gemessenes Referenzgen bezogen (normalisiert).

Zielgen / Referenzgen = relative Genexpression (Normaiisierung des Ergebnisses)

Als Referenzgen wird ein im Zellzyklus nicht reguliertes und damit homogen exprimiertes Gen
gewihlt. Durch die Normierung wird versucht Unterschiede der einzelnen Proben untereinander
z.B. durch Gewebe oder Matrixeffekte zu verringern und sie damit vergleichbar zu machen.
Konzentrationsunterschiede von in der Messung eingesetzter DNA werden somit ausgeglichen.
GaPDH, ribosomale Untereinheiten (18S und 28S), Ubiquitin, Histon-Untereinheiten und B-

Actin sind hdufig verwendete Referenzgene. Es wurde das Referenzgen B-Actin verwendet.
Nachfolgend aufgefiihrte Konzentrationswerte sind als bereits normalisiert zu betrachten.

Beispiel:

0,048 (kalkulierte Konzentration RECK) / 0,955 (kalkulierte Konzentration B-Actin) — 0,050 (normalisiert)

5.6 Herstellung des Kalibrators und der Lauf-zu-Lauf-Kontrolle

Um die verschiedenen Laufe einer PCR beim Messen unterschiedlicher Proben miteinander
vergleichen zu konnen bedarf es der Herstellung einer Lauf-zu-Lauf-Kontrolle (LzL-Kontrolle)

und eines Kalibrators.

Die LzL-Kontrolle macht die einzelnen PCR-Liufe miteinander vergleichbar. Wichtig ist ihre
konstante Konzentration im Laufe verschiedener PCR Messungen. Sie dient der objektiven
Kontrolle der Messungen. Systematische Fehler (z.B. die Zusammensetzung des Master Mix,

falsche Geriteeinstellungen) sollen detektiert und vermieden werden.

Der Kalibrator eicht die PCR-Messung mittels Vorgabe dessen Konzentration. Die Berechnung

der Konzentrationen unbekannter Proben wird mdglich.

Fiir die Herstellung der LzL-Kontrolle wurde ein Pool der PCR Produkte der Proben, die fiir die

Erstellung der Standardreihe verwendet wurden eingesetzt. Dieser Pool wurde nach oben
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genanntem Protokoll von Qiagen gereinigt und die Konzentration der amplifizierten DNA am

Nano Drop bestimmt.

Der Kalibrator wurde aus dem Pool mit einer DNA-Konzentration von 10 ng/pl in einer
Verdiinnung von 1:1x10” (Kalibrator 1, CT-Wert: 32) verwendet. Fiir die LzL-Kontrolle wurde
eine Verdiinnung von 1:2x107 (LzL-Kontrolle 1, CT Wert: 34) verwendet. Die CT-Werte der
PCR-Produkte dieser Verdiinnungen lagen innerhalb des Messbereichs der Standardkurve und
Nahe den Konzentrationswerten der Proben des Messkollektivs. Sie eigneten sich daher fiir die
genannten Aufgaben. Wie im Ergebnisteil beschrieben kam es im Verlauf zu einem Abbau der
DNA aus verwendetem Pool, sodass ein neuer Kalibrator sowie eine neue LzL-Kontrolle

hergestellt werden mussten.

5.7 Detektionslimit

Um die Leistungsfdhigkeit eines verwendeten Assays quantifizieren zu konnen, bedarf es der
Bestimmung des Detektionslimits. Dieses zeigt an, in welchem Verhéltnis methylierte DNA zu
unmethylierter DNA vorliegen darf, um noch sicher bestimmt werden zu kénnen. Die Kenntnis
dessen ist entscheidend, da die zu detektierende methylierte DNA in Gewebeproben meist in
sehr geringer Menge, im Vergleich zu vorhandener unmethylierter DNA vorliegt. Im Vergleich
zum analytischen Detektionslimit auf das hier nicht ndher eingegangen werden soll, wird vom

relativen Detektionslimit gesprochen.

Zur Bestimmung wurde methylierte DNA in unterschiedlichen Verhéltnissen mit unmethylierter
DNA vermengt und die Methylierung durch Messung in der Real-Time PCR bestimmt (Epitect
PCR control DNA Kit ; Tabelle 4).
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Tabelle 14 Bestimmung des Detektionslimits

methylierte DNA unmethylierte DNA Anteil methylierter DNA Bestimmung in
Real-Time PCR

c: 10 ng/pl c: 10 ng/ pl

1. 100% 0% 1-fach

2. 10% 90% 1:10 2-fach

3. 1,0% 99% 1:100 2-fach

4. 0,4% 99,6% 1:250 5-fach

5. 0,2% 99,8 1:500 3/5-fach

6. 0,1% 99,9 1:1000 3-fach

Mischverhéltnis methylierter zu unmethylierter DNA fiir die Bestimmung des relativen Detektionslimits

1. PCR Lauf: Messung der Ansétze 1,2,3,5 und 6. Der Messbereich der PCR reichte bis zu einem
CT-Wert von 41.

2. PCR Lauf: Messung der Ansédtze 4 und 5 jeweils in 5-fach Bestimmung mit erweitertem

Messbereich

Beide Messungen erfolgten wie unter 5.3 beschrieben.

5.8 Methyltransferaseversuch

Zur Bestimmung des Methylierungsmaximums der verwendeten Proben sowie einer Kontrolle
der Probenqualitdt wurden zwei Proben des Messkollektivs (Normal- und Tumor-Gewebe) mit
Methytransferase behandelt, wodurch eine komplette Methylierung der DNA erreicht werden
sollte. Nach anschlieender Bisufitierung wurde die Promotormethylierung in der Real-Time
PCR bestimmt. Als Kontrolle wurde kommerziell erworbene unmethylierte DNA (CpGenome
unmethyliert; Tabelle 4) methyliert und ebenso wie erworbene voll methylierte DNA
(CpGenome methyliert; Tabelle 4) in der PCR gemessen.
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Durchfiihrung:

Der Ansatz fiir die Methylierung enthielt nukleasefreies Wasser, NE-Buffer 2 (enthilt 50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol), SAM (S-Adenosylmethionin),
DNA sowie die Methyltransferase ( M.Sssl, BioLabs, New England). Zum Durchmischen des
Ansatzes wurde dieser sechsmal auf und ab pipettiert. Zum Einsatz kamen jeweils 500 ng DNA

(Tabelle 15).

Tabelle 15 Methylierungsansatz (Methyltransferaseversuch)
Menge | Einheit Reagenz

X ul Nuklease-freies Wasser

2 ul 10 x NE-Buffer 2

2 ul 10 x SAM

X ul DNA

1 ul Ssssl Methyltransferase

20 ul gesamt
Tabelle 16 Proben (Methyltransferaseversuch)

Proben DNA ul H20 pl
1 Cp Genome unm. 5 10

2 Cp Genome unm. (kein Enzym) 5 10

3 Probe N (c:125,74 ng/ul) 4 11

4 Probe T (c:147,52 ng/ul) 3.4 10,6

die Proben enthalten jeweils 500 ng DNA

Die Proben wurden fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert (Probe 2 ohne Methyltransferase). Die
Reaktion wurde durch Erhitzen aller Proben auf 65 °C fiir 20 Minuten gestoppt.

Nach erfolgter Methyltransferasebehandlung wurden die Proben nach oben genanntem Protokoll
(siehe 4.2.) bisulfitiert. Wie unter 4.2 beschrieben wurde der letzte Waschschritt abweichend
vom Protokoll modifiziert. AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration der bisulfitierten
Proben am Nano Drop Photometer bestimmt. Die Durchfiihrung der Real-Time PCR erfolgte

wie in 5.3 beschrieben jeweils fiir RECK sowie 3-Actin.
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Es wurden jeweils in Doppelbestimmung in der Real-Time PCR gemessen:

1. Methyltransferase behandelte CpGenome (unmethyliert)
Unbehandelte CpGenome (unmethyliert)

CpGenome (methyliert)

Kollektivprobe N-Gewebe ( Methyltransferase behandelt)
Kollektivprobe T-Gewebe (Methyltransferase behandelt)
Kollektivprobe N-Gewebe (unbehandelt)

Kollektivprobe T-Gewebe (unbehandelt)

A

6. Datenverarbeitung und Statistik

Der erste Schritt der Datenverarbeitung umfasste die deskriptive Statistik. Es wurden
Patientendaten erhoben, die neben tumorspezifischen (pT, Grading, nodulidre Metastasierung,
Fernmetastasierung) auch Kennzeichen wie OP-Alter, Geschlecht, sowie postoperative
Patientenentwicklung erfassten. Nachfolgend wurden Zusammenhénge zwischen den erhobenen
klinischen sowie Tumor beschreibenden Parametern zu den Messwerten der

Methylierungsanalyse untersucht.

Im zweiten Teil wurde ein Vergleich zwischen der Methylierung der Tumor- und

Normalgewebeproben gezogen.

6.1 Datenanalyse mit SPSS

Die erhobenen Daten wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 18 (SPSS inc, Chicago,
Michigan, USA) analysiert.

Anhand des Kolmogorov-Smirnov Tests wurde liberpriift ob vorliegende Daten normalverteilt
waren um dementsprechend die notwendigen analytischen Tests zu verwenden.

Unter Verwendung des genannten Tests gilt eine Variable als normalverteilt wenn der Test einen
deutlich nicht signifikanten p-Wert > 0,005 zeigt. Das bedeutet, dass die Variable nicht

signifikant von der Normalverteilungsform abweicht.
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Fiir den Datenvergleich der in der Real-Time PCR gemessenen Methylierung wurden die mit

3-Actin relativierten RECK-Werte verwendet.

Die Korrelationsanalyse wurde unter Verwendung der Korrelation nach Pearson sowie der
Rangkorrelation nach Spearman durchgefiihrt. Diese gibt Aussage dariiber ob ein statistischer
Zusammenhang zwischen zwei Variablen besteht bzw. iiber die Stidrke und Richtung dessen. Der
Einsatz des entsprechenden Tests richtete sich nach dem vorliegenden Skalenniveau sowie einer

moglichen Normalverteilung der zu analysierenden Variablen.

Assoziationen wurden anhand von Kreuztabellen mittels Chi-Quadrat-Tests und Fishers exaktem

Test analysiert.

Ein Einfluss der erhobenen Parameter sowie der Messwerte auf das Uberleben und die
Rezidivfreiheit wurde nach Kaplan-Meier untersucht. Bei dieser Methode kann das
Messkollektiv nach einem dichotomen Faktor (z.B. Rezidiv ja/nein) unterteilt werden. Die
Analyse beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmtes Ereignis (z.B. Tod/Rezidiv) mit

voranschreitender Zeit nicht auftritt.

Der Paarvergleich des malignen und normalen Gewebes wurde mit dem Statistikprogamm
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) berechnet. Der Vergleich erfolgte

mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-Signed-Rank-Test fiir gepaarte Daten.
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III Ergebnisse

1. Qualititssicherung

Im Folgenden sind die MaBBnahmen zur Qualitétssicherung der Methylierungsstudie dargestellt.
Dazu gehérte eine stindige Wartung, Pflege und Uberpriifung der technischen Gerite sowie der

Pipetten.

1.1 Uberpriifung der NanoDrop Messung

Die Prézision der Messungen mit dem verwendeten Photometer wurde in der Dissertation Ohl,

F. [41] durch Vergleichsmessungen iiberpriift und weiterfithrend regelmafig intern kontrolliert.

1.2 Messung der verwendeten DNA Proben am NanoDrop Photometer

Die 33 verwendeten DNA Proben wurden auf ihre Konzentration und Reinheit, basierend auf
dem Absorptionsquotienten 260 nm zu 280 nm, untersucht. Bei den Proben aus Normalgewebe
ergab sich ein Mittelwert der Quotienten von 1,89 mit einer Standardabweichung von =+ 0,05.
Das Tumorgewebe hatte einen gemittelten Quotienten von 1,85 + 0,05. Die DNA Proben waren

damit rein und zeigten keine Verunreinigungen durch Lésungsmittel sowie Proteine.

Ihre gemessene Konzentration lag bei einem Mittelwert von 107,6 ng/ul & 29 ng/ul fiir das
Normal-Gewebe und 119,9 ng/ul + 33 ng/ul fiir das Tumor-Gewebe. Die eingesetzten Proben
unterschieden sich damit untereinander in ihrer Ausgangskonzentration an isolierter DNA

(Tabelle 17).
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Tabelle 17 Konzentration isolierter DNA
N-Gewebe in T-Gewebe in

Probe ng/ul ng/ul 260/280 N 260/280 T
1 96,6 144 1,96 1,85
2 218 115 1,93 1,95
3 86,3 117 1,87 1,89
4 95,3 127 1,84 1,87
5 79,3 137 1,88 1,85
6 125 147 1,9 1,92
7 81,1 86,75 1,83 1,85
8 79,6 93,3 1,83 1,81
9 87,5 120 1,88 1,91
10 102,5 116 1,84 1,85
11 147 85,9 1,83 1,86
12 102 75,5 1,91 1,83
13 934 115 1,89 2
14 137 116 1,95 1,83
15 92,8 104 1,94 1,86
16 132 215 1,98 1,82
17 151 143 1,92 1,81
18 96,9 90,8 1,9 1,83
19 124,9 105 1,9 1,92
20 100 95,1 1,92 1,75
21 75 80 1,92 1,84
22 84,9 86 1,89 1,83
23 86,7 85 1,89 1,84
24 86,8 89,7 1,93 1,84
25 128 93,1 1,95 1,89
26 79 151 1,83 1,82
27 122 199 1,89 1,78
28 119 146 1,91 1,78
29 86,5 139 1,87 1,86
30 100 121 1,77 1,83
31 109 186 1,9 1,87
32 115 133 1,93 1,79
33 130 100 1,9 1,8
Mittelwert 107,6 119,9 1,89 1,85
St. Abw. 29 33 +0,05 +0,05

Konzentration isolierter DNA sowie deren Absorptionsquotienten nach Messung am NanoDrop Photometer

RECK-Methylierung
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2. Standardkurve und Effizienz

Wie unter 5.4 beschrieben war fiir die Konzentrationsmessung der Kollektivproben die
Erstellung einer Standardkurve sowie die Berechnung der Effizienz der Real-Time PCR
notwendig. Sie wurde im Messversuch fiir RECK mit E=1,97 ermittelt. Der Slope lag bei

-3,392. Die Standardkurve fiir RECK représentierte einen Bereich bzw. ein CT-Wert Intervall
von 29 bis 38 Zyklen.

Die Effizienz der 3-Actin PCR lag bei 2,0. Der Slope lag bei -3,305. Die Standardkurve umfasste
einen CT-Bereich von 25,5 bis 35,5 Zyklen (siche Tabelle 18).

Tabelle 18 PCR Effizienz

RECK 3-Actin
Effizienz 1,97 2
Slope -3,392 -3,305
Bereich Standardreihe (CT-Wert) 29-38 25,5-35,5

3. DNA-Messung nach Bisulfitbehandlung

Fiir die Bisulfitreaktion wurde jeweils 1 pg DNA eingesetzt. Nach erfolgter Reaktion wurde die
DNA-Konzentration der einzelnen Proben am NanoDrop Photometer bestimmt. Hierbei lag der
Mittelwert der gemessenen DNA Proben bei 14 ng/ul mit einer Standardabweichung von + 7,3
ng/ul fir die N-Gewebe-Proben und bei 12,3 ng/ ul + 3,9 ng/ul fiir die T-Gewebe Proben.

Die Mindestmenge der fiir eine auswertbare Real-Time PCR-Messung bendtigten DNA-Menge
wurde in Anlehnung an vorangegangene laborintern durchgefiihrte Untersuchungen auf
7,0 ng/ ul festgelegt. Die verwendeten Proben erfiillten dieses Kriterium (Ausnahme Probe 23

mit T-Gewebe = 6,7 ng/ul nach Bisulfitreaktion).
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Tabelle 19 DNA-Konzentration nach Bisulfitierung
Probe N-Gewebe in ng/pl T-Gewebe in ng/ul

1 17,00 11,00
2 17,50 15,60
3 17,63 6,70
4 23,90 15,60
5 17,45 18,58
6 14,27 11,64
7 20,86 16,11
8 25,25 16,89
9 17,71 9,21
10 23,77 15,00
11 23,87 11,32
12 11,71 8,53
13 13,70 15,50
14 11,89 16,77
15 7,93 13,36
16 7,50 18,40
17 9,60 7,90
18 10,9 10,06
19 12,1 11,00
20 8,82 7,59
21 7,16 11,80
22 10,54 12,03
23 8,68 6,65
24 8,21 13,40
25 8,65 7,34
26 18,90 12,10
27 14,80 14,20
28 8,21 13,40
29 13,24 10,44
30 23,73 18,64
31 10,40 8,10
32 9,28 8,60
33 7,88 12,29
Mittelwert 14,0 12,3
St. Abw. +73 +3,9
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4. DNA-Abbau bei Lauf-zu-Lauf-Kontrolle und Kalibrator

Die Lauf-zu-Lauf-Kotrolle und der Kalibrator (Materialien und Methoden, 5.6) zeigten
zunehmend eine Abnahme der DNA-Konzentration. Wie in Tabelle 20 und 21 dargestellt
nahmen die CT-Werte bei fortlaufenden Messungen stetig zu. Eine Zunahme des CT-Wertes von

3 Zyklen bedeutet eine Abnahme der Konzentration von ca. 1x10™".

Es zeigte sich eine Zunahme des CT-Wertes von 32.01 wihrend der ersten Messreihe bis auf
38.60 bei der letzten (Kalibrator). Damit kam es zu einer Abnahme der Konzentration durch
Abbau der DNA von iiber 1x10. Da eine konstante Konzentration an DNA in der Probe
erforderlich ist mussten ein neuer Kalibrator sowie eine neue LzL-Kontrolle verwendet werden,

um die Richtigkeit der weiteren Messungen nicht zu gefdhrden.

Im Folgenden ist die Entwicklung der PCR-Léufe beziiglich der Konzentration des Kalibrators

sowie der LzL dargestellt (Tabelle 20-21/ Abb. 8-9).

Tabelle 20 Abbau Kalibrator (RECK)
Lauf Datum CT-Wert
1 13.10.2009 32,01
2 23.10.2009 32,29
3 29.10.2009 32,80
4 06.11.2009 32,91
5 17.11.2009 38,31
6 17.11.2009 38,60
CT-Wert
39
37
35
33 I
1 B N - N -
1 2 3 4 5 6
Lauf

Abb. 9 Abbau der DNA des Kalibrators, verwendet in der Verdiinnung 1:2 x 10 7 bei RECK
Ordinate: CT-Werte; Abszisse: Messldufe 1-6
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Tabelle 21 Abbau LzL-Kontrolle (RECK)
Lauf Datum CT-Wert
1 13.10.2009 33,96
2 23.10.2009 35,19
3 17.11.2009 36,27
4 17.11.2009 36,78
5 26.11.2009 41,00
CT-Wert
41
39
37
35
33 ‘ —
1 2 3 4 5
Lauf

Abb. 10 Abbau der DNA der Lauf-zu-Lauf-Kontrolle, verwendet in der Verdiinnung 1:2 x10 ~ bei RECK
Ordinate: CT- Werte; Abszisse: Messlaufe 1-5

5. Herstellung eines neuen Kalibrators und einer Lauf zu Lauf Kontrolle

Aufgrund oben beschriebener Probleme war die Herstellung eines neuen Kalibrators und einer

neuen LzL-Kontrolle nétig.

Die Methylierung des RECK-Promotors in der Zelllinie LNCap sowie in universal GpGenome
methylated DNA (siehe Tabelle 4) wurden in der Lightcycler-PCR in verschiedenen
Verdiinnungsstufen gemessen. Es wurden die Verdiinnungsstufen 1:5 und 1:10 der eingesetzten
Zelllinie miteinander verglichen. Da der Anteil von methyliertem RECK-Promotor in LNCaP
(Konzentration 20 ng/ul) zu gering war, lagen die Messwerte aullerhalb des Messbereichs der
Standardreihe. LNCaP wurde daher nicht fiir die Herstellung eines Kalibrators sowie einer LzL-
Kontrolle genutzt. Es wurde zukiinftig methylierte DNA (CpGenome der Konzentration 20
ng/ul) in einer Verdiinnung von 1:5 als Kalibrator und in einer Verdiinnung von 1:10 als Lauf-

zu-Lauf-Kontrolle verwendet.
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Tabelle 22 neuer Kalibrator und neue LzL-Kontrolle
Messgrofie kalkulierte Konzentration | Ct-Wert
mDNA (20 ng/pl) 1:10 7.1240E-02 32.85
CpGenome (20 ng/ul) 1:5 2.685E-01 30.89
CpGenome (20 ng/pl) 1:10 1.3678E-01 31.89
LnCap (20 ng/ul) 1:2 1.010E-03 38,48
LnCap (20 ng/ul) 1:5 1.224E-03 39.22

Bei der Etablierung der 3-Aktin-PCR kam es ebenfalls zu einem DNA-Abbau (Tabelle 23-24/

Abb.11-12). Entsprechend wurden ein neuer Kalibrator sowie eine neue LzL-Kontrolle

hergestellt. LNCap wurde nachfolgend in der Konzentration 20 ng/pl in einer Verdiinnung von

1:5 als Kalibrator (CT-Wert: 27,27 ; kalk. Konzentr.: 3,934x10™") und bei 1:10 Verdiinnung (CT-

Wert: 28,25 ; kalk. Konzentr.: 1,96x10'1) als Lauf-zu-Lauf-Kontrolle verwendet.

Tabelle 23 Abbau Kalibrator (3-Actin)
Lauf Datum CT-Wert
1 20.10.2009 23,94
2 23.10.2009 23,97
3 24.10.2009 25,03
4 24.11.2009 25,26

CT-Wert
25,5
25
24,5
24
23,5 ' [
23 S b - -
1 3 4

Abb. 11 Abbau der DNA des Kalibrators bei B-Actin verwendet in der Verdiinnung 1:10 7

Lauf

Ordinate: CT-Werte; Abszisse: Messlaufe 1-4

54



RECK-Methylierung

Tabelle 24 Abbau Lauf zu Lauf Kontrolle (3-Actin)

Lauf Datum CT-Wert
1 20.10.2009 24,36
2 23.10.2009 26,14
3 24.10.2009 27,01
4 24.11.2009 28,44
CT-Wert
29
28
27
26
25
24 [— H u
1 2 3 4
Lauf

Abb. 12 Abbau der Lauf zu Lauf Kontrolle bei R-Actin verwendet in der Verdiinnung 1:2 x10”
Ordinate: CT-Werte; Abszisse: Messldufe 1-4

6. Detektionslimit

Zur Bestimmung des Detektionslimits wurden methylierte und unmethylierte DNA der
Konzentration 10 ng/ul unter Gebrauch des Epitect Control DNA-Kits (Tabelle 4) in
verschiedenen Verhiltnissen vermengt und die Methylierung durch Messung in der Real-Time

PCR bestimmit.

Die Messungen der beiden Verdiinnungen 1:10 sowie 1:100 der voll methylierten DNA
(industriell erzeugt, Epitect Control DNA-Kits; Tabelle 4) in Doppelbestimmung lieferten jeweils
sichere Messwerte. Hoher verdiinnte Proben (1:500, 1:1000 in 3-fach Bestimmung) waren nicht
sicher zu bestimmen, da sie aullerhalb des programmierten PCR-Messbereiches mit einem CT-
Wert von 41 lagen (Tabelle 25/Abb.13). Um zu bestimmen, ob das Detektionslimit hoher als bei
einer Verdiinnung von 1:100 lag, wurde der PCR-Messbereich erweitert und eine weitere

Verdiinnungsstufe hinzugefiigt.
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Die anschlieBende Messung einer Probe mit dem Gehalt von 0,4% methylierter und 99,6%
unmethylierter DNA (1:250) in 5-fach Bestimmung lieferte sichere Messwerte um einen
mittleren CT-Wert von 40,71 (nach Erweiterung des Messbereiches). Bei der 5-fach
Bestimmung der Verdiinnung 1:500 lagen die Messwerte trotz der weiteren Verdiinnung

(weniger messbare DNA) ebenfalls um einen mittleren CT-Wert von 40,63, sodass in der PCR

RECK-Methylierung

kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Verdiinnungsstufen detektiert
werden konnte (Tabelle 26/Abb.14).

Tabelle 25 1. Lauf
Verdiinnung der | CT-Wert
mDNA

unv. 30,70
1:10 34,96
Repli. of 1:10 34,46
1:100 38,05
Repli. of 1:100 38,61
1:500 >41
Repli. of 1:500 >41
Repli. of 1:500 >41
1:1000 >41
Repli. of 1:1000 |>41

CT-Wert
42

40
38
36
34

32
30 .

Tabelle 26 2. Lauf
Verdiinnung der CT-Wert
mDNA

1:250 40,53
Repli. of 1:250 40,54
Repli. of 1:250 40,73
Repli. of 1:250 41,04
1:500 40,08
Repli. of 1:500 40,65
Repli. of 1:500 40,65
Repli. of 1:500 41,15

unv. 01:10 Repli.of Verd. Repli.of Verd. Repli. ofRepli. of Verd. Repli. of
1:500 1:500 1:1000 1:1000

1:10

1:100

1:100 1:500

Messprobe

Abb. 13 Detektionslimit: 1. PCR Lauf: Abszisse: CT Werte; Ordinate: Verdiinnungsstufen der mDNA in Mehrfachbestimmung.

Die Verdiinnungen von 1:500 sowie 1:1000 liegen auBerhalb des Messebereichs der PCR und kdnnen nicht sicher bestimmt

werden.
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CT-Wert

41,5

41

40,5

40
Verd. Repli.of Repli.of Repli.of Verd.1: Repli.of Repli.of Repli.of
1:250 1:250 1:250 1:250 500 1:500 1:500 1:500

Messprobe

Abb. 14 Detektionslimit: 2. PCR Lauf: Nach Erweiterung des PCR Messbereichs; Abszisse: CT Werte; Ordinate:

Verdlinnungsstufen der mDNA in Mehrfachbestimmun. Trotz der weiteren Verdiinnung von 1:250 auf 1:500 kann kein

signifikanter Anstieg der CT-Werte gemessen werden.

Das Detektionslimit (sichere Nachweisgrenze) musste daher um diesen CT-Wert liegen und

wurde wie folgt berechnet:

Detektionslimit:

Mittelwert der CT-Werte + 2 x Standardabweichung (vei der Verdinnung 1:250)
Es ergab sich fiir das Detektionslimit ein CT-Wert von 41,19.

Messproben mit einem Anteil methylierter DNA um 0,4% waren mit der verwendeten Methode
sicher zu messen und lagen unter einem CT-Wert von 41,19. Dieser stellte damit die sichere
Nachweisgrenze dar. Lag weniger methylierte DNA in der Messprobe vor konnte der Assay kein

genaues Messergebnis mehr liefern.

Proben des Probenkollektivs mit einem CT-Wert tiber 41,19 waren damit nicht auswertbar, da

sie liber der ermittelten sicheren Nachweisgrenze des verwendeten Assays lagen.

7. Auswertung der Real-Time PCR-Messwerte

Die Proben des untersuchten Kollektivs wurden in Doppelbestimmung gemessen und deren

Mittelwert zur weiteren Auswertung verwendet.
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Wie oben erwihnt wurden die PCR-Messwerte der RECK-Messungen zur Normierung auf die

jeweiligen B-Actin Werte bezogen. Nachfolgend aufgefiihrte Werte sind damit Relativwerte.

Tabelle 27 PCR Messergebnisse
Probe RECK B-Actin RECK/B-Actin
IN 3,25E-02 9,87E-01 3,29E-02
1T 8,65E-03 2,58E+00 3,35E-03
2N 1,80E-02 9,02E-01 2,00E-02
2T 6,47E-03 1,40E+00 4,62E-03
3N 4,82E-02 9,55E-01 5,05E-02
3T 1,85E-02 3,71E-01 4,98E-02
4N 1,13E-01 1,74E+00 6,47E-02
4T 4,70E-02 1,16E+00 4,05E-02
5N 3,49E-02 1,33E+00 2,63E-02
5T 1,37E-02 1,33E+00 1,03E-02
6N 8,23E-02 1,22E+00 6,73E-02
6T 8,77E-02 8,73E-01 1,01E-01
7N 4,47E-02 1,27E+00 3,51E-02
7T 7,97E-02 1,40E+00 5,71E-02
8N 5,35E-02 2,06E+00 2,60E-02
8T 3,06E-02 1,48E+00 2,07E-02
9N 4,64E-02 1,15E+00 4,03E-02
9T 5,67E-02 5,75E-01 9,87E-02
10N 1,31E-02 1,28E+00 1,02E-02
10T 3,34E-02 1,24E+00 2,69E-02
1IN 2,26E-02 1,04E+00 2,18E-02
11T 3,66E-02 6,99E-01 5,24E-02
12N 2,62E-02 7,76E-01 3,38E-02
12T 5,93E-02 9,76E-01 6,08E-02
13N 4,32E-03 4,75E-01 9,10E-03
13T 1,88E-02 4,73E-01 3,97E-02
14N 3,45E-02 8,07E-01 4,28E-02
14T 2,26E-02 2,60E+00 8,69E-03
15N 5,32E-02 5,84E-01 9,11E-02
15T 2,58E-01 1,23E+00 2,10E-01
16N 6,28E-03 5,72E-01 1,10E-02
16T 7,50E-03 2,04E+00 3,68E-03
17N 1,03E-01 7,61E-01 1,36E-01
17T 1,27E-02 5,68E-01 2,24E-02
18N 1,09E-01 1,09E+00 9,99E-02
18T 7,30E-02 9,13E-01 7,99E-02
19N 1,20E-02 1,97E+00 6,08E-03
19T 4,09E-03 1,66E+00 2,47E-03
20N 1,87E-02 7,55E-01 2,48E-02
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Probe RECK B3-Actin RECK/B-Actin
20T 2,49E-02 6,18E-01 4,03E-02
21N 6,56E-03 4,10E-01 1,60E-02
21T 5,72E-02 8,84E-01 6,47E-02
22N 1,11E-02 7,19E-01 1,54E-02
22T 9,67E-03 1,28E+00 7,55E-03
23N 6,39E-03 7,04E-01 9,08E-03
23T 7,89E-03 6,37E-01 1,24E-02
24N 2,20E-02 5,72E-01 3,84E-02
24T 3,39E-02 9,11E-01 3,72E-02
25N 1,73E-02 7,51E-01 2,31E-02
25T 1,61E-02 4,79E-01 3,36E-02
26N 1,05E-02 3,34E+00 3,15E-03
26T 8,71E-03 1,60E+00 5,46E-03
27N 3,25E-02 2,35E+00 1,38E-02
27T 3,79E-03 1,11E+00 3,41E-03
28N 2,33E-02 6,10E-01 3,82E-02
28T 6,65E-03 7,77E-01 8,56E-03
29N 7,62E-02 1,06E+00 7,18E-02
29T 2,29E-02 7,95E-01 2,88E-02
30N 3,52E-02 2,05E+00 1,71E-02
30T 3,63E-03 1,40E+00 2,60E-03
31N 3,59E-03 1,34E+00 2,68E-03
31T 5,07E-03 6,51E-01 7,79E-03
32N 2,96E-01 1,24E+00 2,38E-01
32T 1,59E-02 8,19E-01 1,94E-02
33N 1,66E-02 2,24E+00 7,42E-03
33T 2,05E-02 1,84E+00 1,11E-02

Fiir das Normalgewebe wurden Werte an kalkulierter Konzentration methylierter RECK-DNA
zwischen 0,0059 und 0,296 bei einem Mittelwert von 0,0434 gemessen. Fiir 3-Actin lagen die
Werte zwischen 0,410 und 3,34 bei einem Mittelwert von 1,19. Die normierten Werte lagen
zwischen 0,00268 und 0,238 bei einem Mittelwert von 0,0407. Der Median lag bei 0,026
(Tabelle 30).

Fiir das Tumorgewebe lagen die Werte bei RECK zwischen 0,0037 und 0,258 bei einem
Mittelwert von 0,0345. Fiir 3-Actin bei 0,371 und 2,60 bei einem Mittelwert 1,12. Die
normierten Werte lagen zwischen 0,210 und 0,00247 bei einem Mittelwert von 0,0368. Der
Median lag bei 0,022 (Tabelle 28).
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Tabelle 28 Messergebnisse Analyse
Mittelwert N-Gewebe ng/pl Median | Mittelwert T- Gewebe ng/ul Median
RECK 0,0434 0,0262 10,0345 0,0188
B-Actin 1,19 1,04 1,13 0,976
RECK/B-Actin |0,0408 0,026 0,0358 0,0224

8. Test auf Normalverteilung

Die Methylierungswerte von Normal sowie Tumorgewebe wurden mit dem Kolmogorov-
Smirnov Test auf Normalverteilung untersucht.

N-Gewebe: p = 0,044 es lag keine Normalverteilung vor

T-Gewebe: p = 0,102 die Werte waren normalverteilt

Nachfolgend wurden das Op-Alter (p = 0,977), das Tumorvolumen (p = 0,059), die rezidivfreie
Zeit (p = 0,345) sowie die postoperative Uberlebenszeit (p = 0,603) auf Normalverteilung

untersucht. Alle genannten Variablen zeigten eine Normalverteilungsform auf.

9. Promotormethylierung durch Methyltransferase

Um die verwendete Real-Time PCR Messmethode zu iiberpriifen wurde ein in-vitro
Methylierungsversuch durchgefiihrt. Dieser wurde nétig, da im verwendeten Probenmaterial nur
sehr geringe Mengen an methyliertem RECK-Promotor zu detektieren waren. Der
Methyltransferaseversuch sollte zeigen, dass die verwendete Real-Time PCR auch in der Lage

war hohere Konzentrationen an methylierter DNA zu messen.

Im durchgefiihrten Versuch wurde eine gepaarte Probe des Messkollektivs (Normal- und Tumor-
Gewebe; Probe 6) mit Methyltransferase behandelt, welche nur einen geringen Anteil an
methylierter DNA aufwies. Durch die Behandlung sollte eine Vollmethylierung der DNA
erreicht werden. Als Vergleichswerte wurde unmethylierte DNA (CpGenome DNA Kit;
Materialien und Methoden 2.2) ebenfalls methyltranferasebehandelt sowie industriell voll
methylierte DNA (CpG) verwendet. Nach Methyltransferasebehandlung wurden die Proben
bisulfitiert und die DNA-Konzentration am NanoDrop Photometer bestimmt (Tabelle 29). Die
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Methylierung der verschiedenen Proben wurde wie oben beschrieben (Materialien und Methoden

5.3) in der Real-Time PCR am light-Cycler gemessen und mit B3-Actin normiert (Tabelle 30).

Tabelle 29 NanoDrop Messwerte nach Bisulfitierung

Nr. Proben DNA-Konz. in ng/ pl

1 Kollektivprobe Normalgewebe unbehandelt (N U) 14,27

2 Kollektivprobe Normalgewebe Methyltransferase behandelt (N B) | 5,7

3 Kollektivprobe Tumorgewebe unbehandelt (T U) 11,64

4 Kollektivprobe Tumorgewebe Methyltransferase behandelt (T B) 4,7

5 CpGenome unmethyliert unbehandelt (CpG U) 15

6 CpGenome unmethyliert Methyltranferase behandelt (CpG B) 8,3

7 CpGenome methyliert (CpG) 10,6
Tabelle 30 Real-Time PCR Messwerte

Nr. Probe RECK / B-Actin
1 Kollektivprobe Normalgewebe unbehandelt (N U) 0,067

2 Kollektivprobe Normalgewebe Methyltranferase behandelt (N B) 1,971

3 Kollektivprobe Tumorgewebe unbehandelt (T U) 0,011

4 KollektivprobeTumorgewebe Methyltransferase behandelt (T B) 1,893

5 CpGenome unmethyliert unbehandelt (GpG U) 0,005

6 CpGenome unmethyliert Methyltranferase behandelt (CpG B) 1,655

7 CpGenome methyliert (CpG) 2,029
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Methylierung
2,25
2
1,75
1,5
1,25
1
0,75
0,5
0,25
0 - T T T T T T
NU NM TU T™ CpGU CpG M CpG

Abb. 15 Vergleich der Messwerte (Methyltransferaseversuch): Abszisse: Proben (Tabelle 30) rot unbehandelt, blau behandelt;

Ordinate: kalkulierte Konzentration der methylierten DNA (Reck mit 3-Actin normiert)

Die mit Methyltransferase behandelten Proben zeigten eine dhnlich hohe Methylierung wie

industriell voll methylierte DNA (Tabelle 30, Abb. 15).

Eine hohere Methylierung des RECK-Promotorbereiches in den verwendeten Proben war
dementsprechend moglich. Die verwendete Real-Time PCR Messmethode war auch in der Lage
eine Methylierung des Promotors in hoherem Mal} im Nierenzellkarzinomkollektiv zu

detektieren. Wie angefiihrt war in den Proben nur eine geringe DNA-Methylierung nachweisbar.

Um einen Bezugswert fiir die in der PCR gemessenen Werte der kalkulierten Konzentration zu
erhalten, wurde der im Methyltransferaseversuch erhaltene Konzentrationswert der kiinstlich
erzeugten Vollmethylierung der verwandten Proben des Nierenzellkarzinomkollektivs (Normal
und Tumorgewebe) verwendet. Es wurde zu Grunde gelegt, dass genannter Wert die maximal zu
detektierende Methylierung des Promtorbereichs im Probematerial des Kollektivs darstellte. Die
iibrigen Messwerte wurden auf diesen Wert V der voll methylierten DNA prozentual bezogen.

Die in der statistischen Auswertung verwendeten Daten waren damit prozentuale Bezugswerte
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der normierten Messwerte von RECK auf den berechneten Wert der wie beschrieben erzeugten

Vollmethylierung V.
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Fiir den Wert der Vollmethylierung wurde der Mittelwert der normierten Messungen von

Normal und Tumorgewebe (Tabelle 30) verwendet.

(1997 N-Gewebe + 1989 T—Gewebe) / 2=1 93 V entspricht 100 % Promotormethylierung

Die prozentualen Werte (Tabelle 31) des Messkollektivs lagen fiir das N-Gewebe zwischen
0,14 % und 12,32 % bei einem Mittelwert von 2,06 % + 2,44. Der Median lag bei 1,28 %.
Fiir das T-Gewebe lagen die Werte zwischen 0,13 % und 10,88 bei einem Mittelwert von 1,85 %

+ 2,16. Der Median lag bei 1,16 (Tabelle 32).

Tabelle 31 Promotormethylierug prozentual
Proben Nin % von V T in % von V Proben Nr. [Nin% vonV [Tin % vonV
1 0,1736 0,1736 18 5,1698 4,1382
2 1,0329 0,2389 19 0,3149 0,1278
3 2,6124 2,5772 20 1,2827 2,0842
4 3,3497 2,0965 21 0,8287 3,3505
5 1,3589 0,5339 22 0,6225 0,3158
6 3,4825 5,2021 23 0,4701 0,6412
7 1,8176 2,9551 24 1,9894 1,9238
8 1,3471 1,0722 25 1,1949 1,7394
9 2,0839 5,1062 26 0,1631 0,2826
10 0,5289 1,639 27 0,7138 0,1765
11 1,1294 2,7118 28 1,9761 0,443
12 1,7498 3,1466 29 3,7151 1,4899
13 0,4708 2,0561 30 0,8872 0,1347
14 2,2162 0,4499 31 0,1385 0,4032
15 4,7157 10,8757 32 12,3216 1,0025
16 7,0371 1,1585 33 0,3842 0,5756
17 0,5676 0,1905

N-Gewebe (N), T-Gewebe (T)
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Tabelle 32 Promotormethylierug prozentual (Analyse)
N-Gewebe in % von V T-Gewebe in % von V
Mittelwert 2,06 1,85
Median 1,28 1,16
Standardabweichung 2,44 2,16
Minimum 0,14 0,13
Maximum 12,32 10,89

Betrachtet man den Mittelwert sowie den Median wird deutlich, dass sich innerhalb des Normal-

sowie Tumorgewebekollektivs Differenzen in der Methylierungshohe ergaben.

10. Methylierung von Normal- und Tumorgewebe

Der Vergleich der Methylierungswerte wurde mit dem Analyseprogramm Graph Pad Prism

(Graph Pad, Software, Inc, CA, USA) durchgefiihrt. Miteinander verglichen wurden gepaarte
Proben von Tumor- und Normal-Gewebe. Da sich das Normalgewebe als nicht normalverteilt
zeigte, erfolgte die Signifikanztestung mittels eines nichtparametrischen Tests nach Wilcoxon

fiir gepaarte Stichproben.

Dieser zeigte, dass sich Tumor- und Normal-Gewebe nicht signifikant in der Hohe der

Methylierung unterschieden (p: 0,851), (Tabelle 33/ Abb.16-17).

Nachfolgend wurde das Kollektiv nach pathologischem Tumorstadium (pT III und pT IV
zusammengefasst) unterteilt. Ein erneuter Wilcoxon-Test sollte zeigen ob ein Vergleich der
gepaarten Proben, nach genannter Unterteilung, signifikante Differenzierungen der Methylierung

aufzeigte.

Der Vergleich zeigte, dass auch hier kein signifikanter Unterschied in der Methylierungshéhe in

den einzelnen pT-Stadien bestand.

Weiterfiihrend wurde ein Ausschluss einzelner Messwerte nach histologischer Tumorentitét
vorgenommen. Der Paarvergleich schloss nur Proben ein, die dem klarzelligen Typ zuzuordnen

waren. 25 gepaarte Proben wurden hier miteinander verglichen.
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Anhand des Wilcoxon-Tests konnten auch hier keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der

Methylierung im Vergleich der beiden Gewebearten gefunden werden (p: 0,770) (Tabelle 33/

Abb.18-19).

Tabelle 33 Methylierungsvergleich (Graph Pad Prism)

analysierte Proben

Signifikanz p (Wilcoxon-Test)

gesamtes Kollektiv (33 Proben)

0,851

klarzelliger Typ (25 Proben)

0,770
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Abb. 16 Paarvergleich Tumor und Normalgewebe (N/T) der Promotormethylierung: Abszisse: normierter

Methylierungsmesswert in % von V . Ordinate: Proben (Rot: N-Gewebe / Griin: T-Gewebe). Die gepaarten Proben sind jeweils

durch eine Gerade miteinander verbunden
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Abb. 17 Paarvergleich Tumor und Normalgewebe (N/T) der Promotormethylierung Abszisse: normierter
Methylierungsmesswert in % von V; Ordinate: gepaarte Proben (Rot: N-Gewebe/ Griin: T-Gewebe)
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Abb.18 Paarvergleich Tumor und Normalgewebe (N/T) der Promotormethylierung nur klarzelliger Proben: Abszisse:

normierter Methylierungsmesswert in % von V. Ordinate: gepaarte Proben (Rot: N-Gewebe / Griin: T-Gewebe). Die gepaarten

Proben sind jeweils durch eine Gerade miteinander verbunden
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Abb. 19 Paarvergleich Tumor und Normalgewebe (N/T) der Promotormethylierung nur klarzelliger Proben: Abszisse:
normierter Methylierungsmesswert in % von V; Ordinate: gepaarte Proben (in Rot: N-Gewebe / in Griin: T-Gewebe)

11. Kreuztabellen/Assoziationsanalyse

Ein statistischer Zusammenhang zwischen den einzelnen klinisch pathologischen
patientenbezogenen sowie tumordefinierenden Daten und der Hohe der RECK-Methylierung

wurde untersucht.

Hierfiir wurden Kreuztabellen erstellt, die einzelne Zusammenhénge darstellen sollten. Eine

Analyse mittels Kreuztabellen setzt nominal- oder ordinalskalierte Variablen voraus. Daher

wurden die Ergebnisse der Methylierungsmessung (normierte Messwerte) sowie die Tumorgrofie

und das Patientenalter anhand des Medians in Gruppen hoher sowie niedriger Methylierung bzw.

Alter und Grofe unterteilt. Das pathologische Tumorstadium wurde ebenfalls in zwei Gruppen

unterteilt.

Ein Chi-Quadrat Test nach Pearson untersuchte die Signifikanz der Assoziation der einzelnen

Variablen untereinander (Tabelle 34).
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Tabelle 34 Assoziationsanalyse
Variable 1 Variable 2 p-Wert (Chi-Quadrat Test)
N-Gewebe OP-Alter 0,037
T-Gewebe OP-Alter 0,373
N-Gewebe Grofle 0,863
T-Gewebe Grofle 0,069
N Gewebe pT 0,114
T Gewebe pT 0,392

Assoziationsanalyse mittels Kreuztabelle und Chi-Quadrat Test; Konzentration der RECK-Methylierung in N/T Gewebe, Median
N-Gewebe: 0,026; <= 0,026 = Gruppe I, > 0,026 = Gruppe Il ; Median T-Gewebe: 0,022; <= 0,022 = Gruppe I , > 0,022 =

Gruppe II ; Alter: Median 64 Jahre: <= 64 Jahre = Gruppe 1, > 64 Jahre = Gruppe 1I; GroBe: Median: 160,0 em’: <= 160 ,0 cm®
= Gruppe I, > 160,00 em® = Gruppe I, Tumorstadium: pT I-1I = Gruppe I, pT HI+IV = Gruppe 11

Es zeigte sich, dass eine hohere Konzentration an methylierter DNA im Normalgewebe (Abb.

20) signifikant haufiger bei hoherem OP-Alter auftrat. Eine Assoziation zwischen der

Methylierungshdhe beider Gewebetypen und dem Versterben sowie einem Rezidivauftreten war

anhand der Signifikanztestung nach Chi-Quadrat nicht zu tiberpriifen und war somit nicht

nachweisbar. Eine signifikante Assoziation zu den weiteren genannten klinisch-pathologischen

Parametern konnte ausgeschlossen werden.

Anzahl

Op Alter

Abb. 20 Assoziationsanalyse: Ordinate: OP-Alter nach Median (64 Jahre) geteilt. 1: Alter <=64 Jahre; 2: Alter > 64 Jahre ,
Abszisse: Anzahl der Proben; blau dargestellt: Methylierung im Normalgewebe niedrig < = 0,026; griin dargestellt: Mehylierung

im Normalgewebe hoch > 0,026.
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12. Korrelationsanalyse

Es wurde die Korrelation der einzelnen klinisch pathologischen patientenbezogenen sowie

tumordefinierenden Daten in Bezug zu den Ergebnissen der Methylierungsmessung untersucht.

Hierzu zihlten neben Geschlecht und Patientenalter das Tumorvolumen in cm’, das Grading
sowie das pathologische Tumorstadium (pT). Eine Fern- bzw. Lymphknotenmetastasierung

wurde ebenfalls mit einbezogen.

Das postoperative Befinden wurde anhand des Auftretens eines Rezidivs sowie der rezidivfreien
Zeit gemessen. Dementsprechend wurden die postoperative Uberlebenszeit bzw. das Versterben
der Patienten erfasst und hier ebenfalls auf eine Korrelation zur RECK-Methylierung untersucht.
Weiterfiihrend wurde die Gruppe der Proben vom histologisch klarzelligen Typ gesondert

untersucht.

Wie oben gezeigt waren die Methylierungswerte des Tumorgewebes, die Werte des
Tumorvolumens, des Op-Alters, sowie die rezidivfreie Zeit und die postoperative Uberlebenszeit
normalverteilt. Bei Vorliegen intervallskalierter, normalverteilter Variablen wurde daher die
Korrelation nach Pearson berechnet (Tabelle 36). Die weiteren Variablen waren nicht
intervallskaliert und normalverteilt, weshalb hier die Rangkorrelation nach Spearman berechnet

wurde (Tabelle 37).

In der Analyse der RECK-Methylierung des Normal- und Tumorgewebes in Bezug auf genannte
klinisch pathologische patientenbezogene sowie tumordefinierende Daten konnten keine

signifikanten Korrelationen gefunden werden (Tabelle 35 und 36).

Die Korrelationsanalyse der histologischen Subgruppe nur klarzelliger Proben erbrachte

ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse.
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Normalgewebe Tumorgewebe
Korrelationskoeffizient 0,082
Op Alter Signifikanz 0,652
NI 33
Korrelationskoeffizient 0,247
tRez Signifikanz 0,215
NI 27
Korrelationskoeffizient 0,274
tTod Signifikanz 0,167
NI 27
Korrelationskoeffizient -0,289
Tumorvolumen Signifikanz 0,103
NI 33
Tabelle 36 Korrelation nach Spearman
Normalgewebe Tumorgewebe
Korrelationskoeffizient 0,172 0,048
pT Signifikanz 0,338 0,79
N1 33 33
Korrelationskoeffizient -0,137 0,127
M Signifikanz 0,499 0,482
N1 33 33
Korrelationskoeffizient -0,13 -0,093
G Signifikanz 0,471 0,606
N1 33 33
Korrelationskoeffizient -0,093 0,173
N Signifikanz 0,605 0,334
N1 33 33
Korrelationskoeffizient 0,135 0,048
Geschlecht Signifikanz 0,454 0,789
N1 33 33
Korrelationskoeffizient 0,074 0,034
Tod Signifikanz 0,714 0,864
N1 27 27
Korrelationskoeffizient 0,255 0,313
Rez Signifikanz 0,199 0,113
N1 27 27
Korrelationskoeffizient 0,173
tTod Signifikanz 0,388
N1 27
Korrelationskoeffizient 0,200
tRez Signifikanz 0,317
N1 27
Korrelationskoeffizient -0,13
Op Alter Signifikanz 0,471
N1 33
Tumorvolumen Korrelationskoeffizient -0,093
Signifikanz 0,605
N1 33
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13. Kaplan-Meier Analyse

Die Kaplan-Meier Methode dient der Analyse sog. kumulativer Uberlebenswahrscheinlichkeiten.
Die Wahrscheinlichkeit mit voranschreitender postoperativer Zeit kein Tumorrezidiv entwickelt

zu haben bzw. die Wahrscheinlichkeit zu Uberleben wurde dargestellt.

Die Représentativitit des Kollektivs wurde anhand der Kaplan-Meier Methode getestet. Der
Einfluss des pT-Stadiums in Zweiteilung in Bezug auf die Rezidiventwicklung (Abb.21) sowie
das Uberleben (Abb. 22) wurde untersucht. Die Signifikanz wurde mit dem nichtparametrischen
Test nach Wilcoxon berechnet und lag fiir die Rezidiventwicklung bei p = 0,002. Der Einfluss
auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit zeigte sich mit einem p-Wert von 0,01 ebenfalls

signifikant. Es wurde somit von einem reprasentativen Kollektiv ausgegangen.

Uberlebensfunktion
Rezidivfreiheit

1.0

081

T T T T T
20 40 60 80 100

rezidivireie Zeit

o=

Abb. 21 Kaplan-Meier Analyse: kum. Rezidivwahrscheinlichkeit; Faktor: pT-Gewebe 1-4 ( blau pT1+2; griin pT3+4),

Ereignis: Rezidiv
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Uberlebensfunktion

Uberlebenswahrscheinlichkeit
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Abb. 22 Kaplan-Meier Analyse: kum. Uberlebenswahrscheinlichkeit; Faktor: pT-Gewebe 1-4 ( blau pT1+2; griin pT3+4),

Ereignis: Tod

Anhand des Medians wurden die Methylierungswerte des Tumor-Gewebes (Median: 0,0224 ;
Methylierung < = 0,0224 als 1; Methylierung > 0,0224 als 2) sowie des Normalgewebes
(Median: 0,026 ; Methylierung <= 0,026 als 1 ; Methylierung > 0,0226 als 2) in zwei Gruppen
geteilt. Es wurde der Einfluss der Methylierungshohe auf die Wahrscheinlichkeit des Auftretens

eines Tumorrezidivs sowie des Uberlebens der Patienten iiber die Zeit untersucht.

Durch die Kaplan Meier Analyse konnten keine signifikanten Zusammenhiinge der Uberlebens-,
bzw. Rezidivwahrscheinlichkeiten hinsichtlich der Hohe der Methylierung in den Gewebeproben

gefunden werden.

Bei Verwendung der Methylierung des Tumorgewebes (dichotomer Faktor) sowie des
Normalgewebes als Einflussgrof3e auf die rezidivfreie Zeit (nichtparametrischer Test nach
Wilcoxon: Tumor-Gewebe bei einem P-Wert von 0,213 sowie Normal-Gewebe mit p = 0,417)
war jedoch graphisch eine tendenzielle Entwicklung sichtbar (Abb. 23-24). Diese zeigt eine

hohere Wahrscheinlichkeit Rezidiv frei zu bleiben bei Gewebe mit niedriger Methylierung.
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Abb. 23 Kaplan Meier-Analyse: Kum.Rezidivwahrscheinlichkeit; Faktor: 2 Teilung des T-Gewebes (1 blau: niedrige
Methylierung 2 griin: hohe Methylierung); Ereignis: Rezidiv;
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Abb. 24 Kaplan Meier-Analyse: Kum.Rezidivwahrscheinlichkeit; Faktor: 2 Teilung des N-Gewebes (1 blau: niedrige

Methylierung; 2 griin: hohe Methylierung); Ereignis: Rezidiv;
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IV Diskussion

1. Grundlage der Arbeit

Bei einer verringerten Expression von RECK konnen die Metalloproteinasen 2,-9 und -14
unkontrolliert wirken. Der hemmende Einfluss, welcher wichtige Umbauvorgédnge der
extrazelluldren Matrix in physiologischer Waage hilt, fallt weg. Mdgliche Folge ist eine
Zerstorung entscheidender Matrixbestandteile sowie Anteile der Basalmembran. Die Zerstérung
tragt zur Absiedlung von Krebszellen aus deren Zellverband bei und fordert die Intra- sowie
Extravasation welche eine Grundlage des metastatischen Prozesses darstellt. Um Aussagen iiber
die klinische Bedeutung einer RECK-Promotormethylierung als Ursache einer
Expressionsverringerung treffen zu konnen, ist es nicht nur entscheidend diese in
karzinomatdsen Zellen nachzuweisen, sondern auch einen Vergleich zu gesundem Gewebe
anzustellen. Bis heute gibt es keine Studien, die sich mit der Bedeutung des RECK-Gens im
Nierenzellkarzinom beschiftigen. Die vorliegende Untersuchung ist die erste Bestimmung der
Promotormethylierung von RECK beim Nierenzellkarzinom. Vorangegangene Studien [27, 28,
29, 30, 31, 32, 33], die eine Beeinflussung von RECK bei Karzinomen anderer Ursprungsorgane
untersuchten, machten eine weitere Ausweitung der Erforschung von RECK auf das urologische

Fachgebiet interessant und lieferten die Grundlage fiir die angefiihrte Arbeit.

In Anlehnung an vergleichende Untersuchungen der RECK-Promotor-Methylierung wurde eine
Methylierungsmessung mittels einer quantitativen Real-Time PCR festgelegt. Anhand
gemessener Werte sollte ein Vergleich der Methylierung im Nierenzellkarzinomgewebe und
tumorfreiem Nierengewebe sowie eine Suche nach Zusammenhéngen zu klinisch pathologischen
Faktoren ermdglicht werden. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden
Karzinomgewebeproben sowie Proben von Gewebe, welches den Tumor umgab, von
nephrektomierten Patienten verwendet. Es wurde unter anderem die Mdoglichkeit fiir die

Entwicklung neuer prognostischer Parameter untersucht.
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2. Betrachtung der Ergebnisse

Die gewonnenen Daten zeigten auf, dass es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
RECK-Promotor-Methylierung und den tumorassoziierten sowie patientenspezifischen Daten im
Nierenzellkarzinom gab. Die Ergebnisse stehen damit in Widerspruch zu einer Anzahl von
Studien, welche sich mit Tumoren anderer Ursprungsorgane beschéftigten und dahingehend der
RECK-Promotor-Methylierung eine Karzinome beeinflussende Bedeutung zukommen lie3en.
So konnte eine Hypermethylierung bei Karzinomzellen im Vergleich zu umliegenden Zellen
unter anderem beim oralen Plattenepithelkarzinom [32], beim Kolonkarzinom [31] sowie beim
Magenkarzinom nachgewiesen werden [33].

Die Methylierung des RECK-Gens beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom war ebenfalls

signifikant mit dessen geringerer Expression korreliert. [28].

In erfolgter Untersuchung wurde eine Methylierung des RECK-Gen-Promotors sowohl im
Tumorgewebe als auch im den Tumor umgebendem Gewebe nachgewiesen. Bei beiden
Gewebetypen war die Methylierung jedoch nur sehr gering messbar. Um einen Bezugswert fiir
eine mogliche Vollmethylierung zu schaffen wurde der oben beschriebene
Methyltransferaseversuch durchgefiihrt. Wie in Tabbelle 32 zu sehen, waren beim
Normalgewebe gemittelt 2,05% und im Tumorgewebe nur 1,85 % des Promotors methyliert. Ein
statistischer Paarvergleich der beiden Gewebearten erbrachte keine signifikanten Unterschiede in

der Methylierungshohe.

Zur genauen Beurteilung und Einordnung der Methylierungshohe fehlt jedoch eine Messung der
Methylierung im RECK-Gen im Gewebe eines komplett tumorfreien Organs. Um eine
signifikante Grenze zwischen einer moglicherweise vorliegenden physiologischen Methylierung
im Promotorbereich bei gesundem Gewebe und einer pathologischen Hypermethylierung ziehen
zu konnen hétte es dem Versuch vorangehend eine dahingehende Bestimmung geben sollen.

Eine isolierte Aussage liber eine Hypermethylierung in den Proben ist daher nicht méglich.

Bei Betrachtung vorangegangener Studien fand sich beim Magenkarzinom eine signifikante
Korrelation hinsichtlich der RECK Methylierung mit der Tumorinvasiontiefe [33].
Tumorgrading, Lymphknotenstatus sowie Op-Alter zeigten sich nicht signifikant korreliert.
Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarziom konnte ergéinzend eine positive Auswirkung der
RECK-Methylierung zur lymphogenen Metastasierung dargestellt werden [28]. Nach
Durchfiihrung einer Assozationsanalyse sowie Korrelationsanalye konnten die Zusammenhinge

zu Tumorinvasionstiefe (hier als pT aufgefiihrt) sowie zur lymphogenen Metastasierung im

75



RECK-Methylierung

Nierenzellkarzinom nicht bestitigt werden. Auch eine Auswirkung auf Tumorgrading, und
Tumorgrdfle war nicht nachzuweisen. Es zeigte sich lediglich eine signifikante Korrelation
zwischen dem Patientenalter und der Methylierung im Normalgewebe. Abschlieend erfolgte die
Analyse einer Auswirkung der Methylierungshdhe auf postoperatives Uberleben sowie
Rezidiventwicklung. Im Vergleich zum oralen Plattenepithelkarzinom [32] wo das rezidivfreie
Uberleben sowie das Gesamtiiberleben sich invers mit der Hypermethylierung korreliert zeigten,

konnten im Nierenzellkarzinom keine signifikanten Zusammenhénge dargestellt werden.

Es zeigte sich also, dass eine geringe Methylierung im RECK-Gen-Promotor im
Nierenzellzellkarzinom besteht. Diese unterscheidet sich allerdings nicht von einer Methylierung
in gesundem Nierengewebe, welches den Tumor umgibt, und hat keinerlei Einfluss auf klinisch

pathologische Daten.

3. Qualitatssicherung

3.1 Methyltransferasebehandlung

Ein wichtiger Schritt, welcher der Qualitdtsicherung diente, war die Behandlung ausgewéhlter
Gewebeproben mit Methyltransferase sowie der Vergleich der Methylierung mit industriell

methylierten Proben.

Nach Auswertung der PCR-Messergebnisse war festzustellen, dass nur eine sehr geringe
Promotormethylierung des RECK-Gens zu detektieren war. Diese war gleichermallen im Tumor
sowie im den Tumor umgebendem Gewebe nachzuweisen. Anhand eines
Methyltransferaseversuchs wurde die Qualitét der eingesetzten DNA-Proben zusitzlich
iiberpriift. Wichtig war es zu zeigen, dass eine hohere Methylierung in den verwendeten
Messproben moglich war und die Messung nicht durch eine geringe Qualitdt der Proben gestort
wurde. Dies wurde durch den Vergleich der Methyltransferase behandelten Gewebeproben mit

industriell voll methylierter DNA erreicht (Tabelle 30, Abb. 15).

Es wurde nach Methyltransferasebehandlung nahezu die gleiche Methylierung der Gewebe-
DNA wie bei kduflich erworbener DNA gemessen. Damit wurde auch gezeigt, dass die
Methylierung im verwendetem Probenkollektiv durch die verwendete PCR in ausreichendem

Malle messbar war.
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3.2 Grofle des Patientenkollektivs

Das verwendete Probenkollektiv zeigte sich mit 33 Probenpaaren als relativ klein. Um eine
Verfilschung der Ergebnisse durch Verunreinigungen sowie falsche Messwerte durch zu geringe
Menge an bisulfitierter DNA zu vermeiden, war diese Dezimierung des vorhandenen Kollektivs
jedoch grundlegend wichtig. Nachteile eines kleineren Probenkollektivs wurden damit zugunsten

einer hohen Qualitédtssicherung der erhaltenen Ergebnisse in Kauf genommen.

3.3 Konstante DNA-Konzentration bei Kalibrator und Lauf-zu-Lauf-Kontrolle

Als Kalibrator und Lauf-zu-Lauf-Kontrolle fiir die Real-Time PCR wurde zuerst ein Pool der
PCR Produkte aus der Herstellung der Standardkurve verwendet. Entscheidend fiir den
Kalibrator sowie die LzL-Kontrolle in der Verwendung wihrend verschiedener Laufe ist deren
konstante DNA-Konzentration. Ein konstanter Kalibrator ist unabdingbar, da er mit
vorgegebener Konzentration die PCR-Messung eicht. Eine LzL-Kontrolle detektiert Fehler im
Vergleich verschiedener PCR-Léufe. Fehler, die z.B. bei der Herstellung eines Master Mix
auftreten, werden durch den Vergleich der einzelnen Messwerte einer LzL-Kontrolle bei

unterschiedlichen PCR Léufen aufgezeigt und kénnen damit kompensiert werden.

Der oben beschriebene Abbau der DNA beim Kalibrator (Tabelle 20-21, Abb. 9-10), welcher aus
PCR-Produkten hergestellt wurde, verfdlschte in den fortlaufenden PCR Messungen die
Messergebnisse zunehmend. Weiterhin war der Vergleich der Laufe untereinander durch die
LzL-Kontrolle nicht mehr aussagekréftig. Anhand gewonnener Daten hitte somit keine relevante
Aussage getroffen werden konnen. Ein Umstieg auf neue Bezugswerte und erneute Messung der

Proben war daher zur Qualitédtssicherung unabdingbar wichtig und wurde wie oben beschrieben

durchgefiihrt.
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4. Limitierungen der Uberlebensanalyse

Grundlegende Schwierigkeiten ergaben sich bei der Analyse anhand der Kaplan-Meier Methode.
Diese setzt eine moglichst gro3e Fallzahl voraus, um in der Lage zu sein, signifikante Ergebnisse

zu liefern, was bei der geringen Anzahl an Messproben nicht gegeben war.

Weitere Probleme entstanden dadurch, dass einzelne Proben des Kollektivs von Patienten
stammten die bereits 1995 nephrektomiert wurden. Die Erhebung der Daten zur Beschreibung
des postoperativen Verlaufs gestaltete sich daher als besonders schwierig. Teilweise musste auf
Archivdaten zuriickgegriffen werden, da Patienten bereits verstorben waren, bzw. nicht mehr fiir
Auskiinfte zur Verfiigung standen. So war es nicht moglich eine einheitliche Entwicklung
(Patientenbefragung jeweils nach einem definierten postoperativen Zeitraum) darzustellen. Es
wurde versucht jeweils den groBtmoglichen postoperativen Zeitraum abzudecken. Dieser

variierte daher interindividuell.

Um aber genaue Aussagen auf die postoperative Entwicklung treffen zu konnen sollte nach
erfolgter Nephrektomie ein genau festgelegtes Procedere zu definierten
Nachuntersuchungszeitraumen festgelegt werden um Rezidiventwicklungen oder tumorbedingtes

Versterben individuell zeitlich prézise zu erfassen.

In erfolgter Analyse scheint in der graphischen Darstellung nach Kaplan-Meier (Abb. 23-24) die
Wabhrscheinlichkeit rezidivfrei zu bleiben mit fortlaufender Zeit bei hoherer Methylierung im
Vergleich zur Gruppe mit niedriger Methylierung starker zu sinken. Man kdnnte damit sagen,
dass eine hohere Methylierung ein schnelleres Rezidivauftreten bedingt. Wie angefiihrt erhielten
wir jedoch kein signifikantes Ergebnis, was schon durch das kleine Messkollektiv zu erklidren
wire. Die Aussage sollte daher im Rahmen einer Studie mit groBerem Messkollektiv tiberpriift

werden.

Im Rahmen der Auswertung wurde grundsétzlich von einem Versterben der Patienten auf Grund
des untersuchten Tumorgeschehens ausgegangen wenn keine andere Todesursache sicher zu

eruieren war.

Aussagen, die in Zusammenhang mit einer postoperativen Patientenentwicklung stehen werden
aus genannten Griinden als kritisch betrachtet und sollten in nachfolgenden Studien enger

definiert sowie in grofBerer Fallzahl iiberpriift werden.
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5. Aussichten

5.1 Vergleich mit Gewebe gesunder Organe

Interessant fiir nachfolgende Untersuchungen kann der Vergleich der Methylierung des RECK-
Gewebes einer tumortragenden Niere mit Gewebe der nicht befallenen kontralateralen Niere
sein. Moglicherweise besteht eine Verdanderung der Methylierungshohe im gesamten Gewebe
der befallenen Niere. Dies wiirde erkldren, warum in vorangegangener Untersuchung keine
signifikante Differenz zu detektieren war. Da es auch wihrend der Tumorentstehung zu einer
Beeinflussung von RECK im gesamten Gewebe beider Nieren kommen kdnnte welches in der
Folge zu einem Tumorwachstum fiihrt, wire auch ein interindividueller Vergleich von Gewebe
Tumor tragender Patienten mit Gewebeproben gesunder Patienten denkbar. Die Grundlage fiir
die Entwicklung von Screeningmethoden bei Risikopatienten wire dadurch gegebenenfalls
moglich. Da fiir die Durchfiihrung dieser Ansitze Gewebeproben gesunder Organe bendtigt
wiirden, sollten diese von verstorbenen Spendern bezogen werden, da die Punktion gesunder

Nieren bei nicht befallenen Probanden nicht zu rechtfertigen wiére.

5.2 Medikamentose Beeinflussung der Methylierung

Zukiinftig scheint eine medikamentdse Beeinflussung der RECK-Methylierung in der
Tumortherapie denkbar. Ziel ist es eine verringerte Methylierung des RECK-Promotors und
damit eine erhohte Wirkungshemmung auf die beeinflussbaren Metalloproteinasen 2,-9 und-14
zu erreichen. Kato et al. [40] untersuchten den Effekt eines Polyphenols aus griinem Tee
(epigallocatechin-3-gallate EGCG) auf den Methylierungsstatus des RECK-Promotors beim
oralen Plattenzellkarzinom. Die Behandlung der Krebszellen mit EGCG verringerte die
Hypermethylierung des RECK-Promotors und erhdhte damit die Expression von RECK-mRNA
signifikant. Auch eine signifikante Verringerung der MMP-2 und MMP-9 Aktivitit konnte
nachgewiesen werden. Es kam zu einer Verringerung der nachweisbaren invasiven Foci sowie
der tumordsen Invasionstiefe. Die Behandlung mit EGCG scheint somit ein Ansatzpunkt fiir die
Beeinflussung der RECK-Methylierung zu sein und zeigte positiv zu wertende Auswirkungen

auf das Tumorwachstum.
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5.3 RECK-Regulierung

Kann eine Promotor-Methylierung als karzinogene Ursache weitreichend ausgeschlossen
werden, wiirde jedoch eine Betrachtung des RECK-Gens auch weiterhin beim
Nierenzellkarzinom sinnvoll erscheinen. Studien, welche sich mit einer verdnderten Expression
von RECK in verschiedensten Karzinomen beschéftigten, lieferten dahingehend signitkante

Ergebnisse und konnten einen Einfluss von RECK auf eine Karzinomentwicklung nachweisen.

Grundlage weiterfithrender Studien sollte die generelle Untersuchung eines Einflusses der
RECK-Gen-Expression auf das Nierenzellkarzinom sein. Findet sich hier ein signifikanter
Zusammenhang scheinen weitere Uberlegungen hinsichtlich der Regulationsmechanismen von

RECK in Bezug auf eine Karzinomentstehung lohnend.

Wege auf denen RECK in Tumoren reguliert bzw. dessen Expression verringert wird scheinen
multifaktorieller Genese zu sein. Neben der untersuchten Promotor-Methylierung werden
verschiedene Wege der RECK-Regulation beschrieben. Ein hdufig angefiihrter Angriffspunkt ist
die sog. Sp1 Seite des RECK-Gen-Promotors. Durch Anlagerung an diese Promotorregion
kommt es zu einer geringeren Expression des RECK-Gens. So fiihrt z.B. das Ebbstein Bar Virus
iiber Beeinflussung der Sp1 Seite zu einer verringerten RECK-Expression indem es
»extracellular signal regulated Kinase* (ERK) aktiviert [43]. Auch der Einflu3 von

Histon Deacetylasen auf die RECK-Epression wurde untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Erh6hung von Trichostatin A, einem HDAC Inhibitor, zu erhohter RECK-Expression
fiihrte. Man ging davon aus, dass Trichostatin A die Bindung von HDAC an die Sp1 Seite
verringerte [44]. Auch auf der Ebene der micro-RNAs wurde eine Beeinflussug von RECK
nachgewiesen. Xin et al. [45] konnten zeigen, dass eine inverse Korrelation zwischen der
Expression von micro-RNA 15A und RECK im Neuroblastom besteht. Die RECK
Expression war hier signifikant mit dem Tumorstadium korreliert. Ebenso zeigte sich, dass miR-

182 im Brustkrebs zu erhohter Tumorinvasivitdt durch eine RECK-Hemmung fiihrt [46] .

AbschlieBBend ist festzustellen, dass in Kenntnis der geringen Wirkung von Chemotherapeutika
sowie der weitgehenden Strahlensensibilitdt des Nierenzellkarzinoms jeder Ansatzpunkt der eine
neue Grundlage zur konservativen Therapie der Erkrankung liefern konnte von besonderem

Interesse 1st und weiter verfolgt werden sollte.
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