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1. Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Epidemiologie

Maligne Tumore im Bereich des Kolons und des Rektums zidhlen in den westlichen
Industrieldndern zu den hiufigsten Krebserkrankungen. In Deutschland bilden sie mit einer
Inzidenz von 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr einen Anteil von etwa 16 % an allen
malignen Tumorleiden. Kolorektale Karzinome stehen damit an zweiter Stelle der
malignombedingten Todesfille, nach Karzinomen der Lunge beim Mann und der
Brustdriise bei der Frau [4, 24, 30].

Die Inzidenz bei Minnern und Frauen ist annZhernd gleich. Das mittlere Alter bei
Ersterkrankung liegt bei 69 Jahren bei Médnnern und 75 Jahren bei der Frau [24].

Etwa 60 % der kolorektalen Tumore sind im Bereich des linksseitigen Kolons lokalisiert,
wobei fast 90 % davon im rektosigmoidalen Bereich auftreten, im Colon transversum nur
etwa 10 % und etwa 30 % der Tumore entstehen im aszendierenden Kolon und Zikum [6,
36, 44].

Uber 90 % der Karzinome entstehen auf dem Boden von Adenomen (Adenom-Karzinom-
Sequenz) aufgrund einer Reihe von genetischen Verdnderungen [3, 25, 52].

Als Risikofaktoren zur Karzinomentstehung gelten sowohl genetische Pridispositionen als
auch duflere FEinfliisse. So kann eine eiweilireiche und ballaststoffarme Erndhrung die
Entstehung kolorektaler Karzinome begiinstigen. Aber auch erbliche Erkrankungen wie die
hereditiren nicht-polypdsen Kolonkarzinome (HNPCC oder Lynch-Syndrom) erhéhen die
Erkrankungswahrscheinlichkeit [4, 25, 34, 52].

Histologische Einteilung

Die histologische Einteilung anhand der WHO-Klassifikation von 1989 unterscheidet
kolorektale Karzinome nach histomorphologischen Kriterien in adeno- und adenomuzindse
Karzinome, Siegelringzell-, adenosquamése, kleinzellige, Plattenepithel- und
undifferenzierte Karzinome, wobei die beiden Erstgenannten mit iiber 95 % den groften

Anteil ausmachen und die iibrigen als Seltenheit anzusehen sind [3, 6, 11, 15].




Stadieneinteilung

Eine Einteilung der Tumore in klinische Stadien erfolgt durch die Klassifizierung nach
Dukes und Turnbull (Tabelle 1.1), orientierend an der Invasionstiefe des Primartumors und

der Bildung von Metastasen [15, 23].

Dukes-Stadium

A Tumor auf Mukosa und Submukosa beschrinkt
B Tumor infiltriert alle Wandschichten

C Lokale Lymphknotenmetastasen

D Fernmetastasen

Tab. 1.1: Einteilung in die Tumorstadien nach Dukes und Turnbull und die korrelierende histologische

Morphologie [15, 23].

In den letzten Jahren hat die Einteilung nach Dukes und Turnbull im klinischen Bereich an
Bedeutung verloren und ist mehr und mehr durch die differenziertere TNM-Klassifikation,

erstellt durch die UICC (International Union Against Cancer), ersetzt worden.

T Priméirtumor

Tx Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primédrtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Infiltration von Subserosa bzw. nicht peritonealisiertem parakolorektalem Gewebe
T4 Peritoneum und/ oder benachbarte Organe befallen

Tab. 1.2: T-Stadium abhéngig von der Invasionstiefe, nach TNM-Klassifikation der UICC, 6. Auflage, 2002
[50].

Die TNM-Klassifikation beriicksichtigt neben der Eindringtiefe des Karzinoms (siehe
Tabelle 1.2) auch Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen, sowie Differenzierungsgrad des

Tumors (siehe Tabelle 1.3) [50].




N Regionale Lymphknoten

Nx Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine Lymphknoten befallen

N1 Metastasen in 1-3 Lymphknoten

N2 4 und mehr Lymphknoten betroffen

M Fernmetastasen

Mx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen

Ml Fernmetastasen

G Histopathologisches Grading

Gx Differenzierungsgrad kann nicht beurteilt werden

Gl Gut differenziert

G2 MiBig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Tab. 1.3: Beurteilung von Lymphknoten- und Fernmetastasen (N- bzw. M-Stadium), sowie Differenzierung

nach TNM-Klassifikation der UICC, 6. Auflage, 2002 [50]

Eine dritte Stadieneinteilung, ebenfalls von der UICC eingefiihrt, orientiert sich an
klinischen und histologischen Parametern analog der oben beschriebenen Klassifizierungen
[50]. Sie dient zur klinischen Risikoeinschidtzung und damit zur Therapieplanung unter
prognostischen Gesichtspunkten. Die folgende Tabelle 1.4 bietet einen vergleichenden

Uberblick iiber die verschiedenen Einteilungen.

UICC T N M Dukes
0 Tis NO MO A
I T1/T2 NO MO
ITA T3 NO MO B
1B T4 NO MO B
1A T1/T2 N1 MO C
111B T3/ T4 N1 MO C
IIc Jedes T N2 MO C
v Jedes T Jedes N M1 D

Tab. 1.4: Einteilung nach UICC, im direkten Vergleich zu den entsprechenden Einteilungen nach TNM bzw.
Dukes und Turnbull [2, 11, 15, 23, 50].




Metastasierung

Ein entscheidendes Merkmal maligner Tumore ist die Féhigkeit zur Invasion und
Metastasierung. Die sogenannte Metastasierungskaskade [1, 41] beschreibt die unter-
schiedlichen Schritte, die eine Tumorzelle bei der Absiedelung und Ausbildung einer
Metastase durchlduft [5, 49, 62]. Dies ist ein fiir die Tumorzelle sehr traumatischer Prozess
[49], die nur etwa eine von einer Million Zellen iiberlebt [3].

Der erste Schritt, auch als Intravasation bezeichnet, besteht dabei in der Auslosung aus
dem Zellverband und dem Eindringen in die Metastasierungswege (z. B. Lymphbahnen
oder BlutgefiBie) [19, 49]. Die Verschleppung der Tumorzellen, der zweite Schritt in der
Metastasierung, erfolgt entlang der Korperfliissigkeiten und unterliegt hierbei den
anatomischen Gegebenheiten. Nach Arretierung, der Anhaftung am Kapillarfilter, erfolgt
eine Extravasation, ein Austritt aus den Metastasierungswegen. Der letzte Schritt besteht
erneut aus einer Invasion mit Ausbildung einer Tochtergeschwulst im erreichten Gewebe
[3, 19, 49].

Der gesamte Metastasierungsprozess beruht auf verschiedensten genetischen und
molekularen Begebenheiten und Fihigkeiten, sowohl vonseiten der Tumorzelle als auch
der umgebenden Gewebe [5, 19, 41, 49]. Hierzu zdhlen unter anderem Aggregations-
fahigkeit, z. B. durch Verdanderungen von Molekiilen wie Cadherinen oder Integrinen, aber
auch proteolytische Enzyme und intrazelluldare Signalwege. Der Grofiteil der beteiligten

Faktoren ist jedoch zum heutigen Zeitpunkt noch weitestgehend unbekannt [5].

Die Fihigkeit zur Metastasierung ist bei kolorektalen Tumorzellen unter anderem abhéngig
von der Invasionstiefe des Primirtumors, bei T1-Tumoren liegt das Risiko fiir ein
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen bei 8-14 % [18, 47], bei T3-Tumoren bereits bei
iiber 40 % [47]. Die lymphogene Metastasierung verlduft entlang der arteriellen
GefiBversorgung hauptsidchlich iiber die beiden Mesenterialarterien und iiber die
Rektalarterien aus den IliakalgefdBen. Auf diesem Wege gelangen Tumorzellen in die
umliegenden Lymphknotenstationen, aber auch iiber den Venenwinkel in entferntere
Regionen [4, 11].

Eine hidmatogene Absiedelung kolorektaler Tumorzellen erfolgt primir iiber die Pfortader
[4, 20]. Bereits 14-25 % der Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
Lebermetastasen auf [2, 20, 22, 34], beinahe jeder zweite Patient entwickelt im

Krankheitsverlauf Tochtergeschwiilste in der Leber [33, 38].




Etwa 75 % der hamatogenen Metastasen kolorektaler Karzinome finden sich in diesem
Organ [22, 45] und machen den grof3ten Anteil an allen metastatischen Tumoren der Leber
aus [17]. Weitere héaufig betroffene Organe sind die Lunge sowie Knochen und Gehirn [4,
20, 33, 45].

Bei tief sitzenden Rektumkarzinomen konnen Tumorzellen iiber die V. cava inferior unter
Umgehung des Pfortaderkreislaufs auch direkt in die Lunge gelangen [20].
Hauptlokalisation bei Absiedelung in den Korperhohlen ist das umgebende Peritoneum

[29].

Prognose

Wie bereits oben erwihnt ist die Stadieneinteilung von grofer Bedeutung fiir die Prognose
des Erkrankten. Wihrend bei einem lokal begrenzten Befund die 5-Jahres-Uberlebensraten
noch bei gut 90 % liegen, verschlechtert sich das Outcome bei bereits erfolgter
Fernmetastasierung auf unter 5 % [2, 11, 54] (sieche auch Tabelle 1.5). Die
durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate aller Patienten mit kolorektalen Karzinomen ist

in Deutschland momentan mit 56 % angegeben [24].

UICC-Stadium TNM-Einteilung 5-Jahres-Uberlebensrate [in Prozent]
UICCO0/1 Tis, T1-2; NO; MO >90 %

UICCII T3-4; NO, MO 70-75 %

UICC III Tx; N1-3; MO 25-75 %

UICC 1V Tx; Nx; M1 <3%

Tab. 1.5: 5-Jahres-Uberlebensraten bezogen auf das vorliegende Tumorstadium nach UICC, bzw. TNM [11].

Therapie

Als Therapie der Wahl aller Tumorstadien des kolorektalen Karzinoms gilt die radikale
Resektion, die fiir lokal begrenzte Tumore bis UICC-Stadium II als kurativer
Therapieansatz angesehen wird [2, 9]. Etwa die Hélfte der neu erkrankten Patienten kann
durch diese Therapie geheilt werden [33]. Wichtige chirurgische Prinzipien sind hierbei

En-bloc-Lymphadenektomie und no-touch Technik [4].




Adjuvante Chemotherapien sollten bei kolorektalen Karzinomen ab Stadium UICC III
postoperativ erfolgen, bei Risikopatienten bereits im Stadium II (nach UICC) [2, 33, 34,
39, 40, 46]. In den letzten Jahren wurden neben den klassischen Substanzen 5-Fluorouracil
und Leucovorin neuere Wirkstoffe wie Oxaliplatin oder Irinotecan zumeist im Rahmen
klinischer Studien eingesetzt. Neuere Therapieansitze wie monoklonale Antikorper (z. B.
Cetuximab) oder Angiogenesehemmstoffe (z. B. Bevacizumab) sind ebenfalls Bestandteil
klinischer Studien mit zum Teil viel versprechenden Ergebnissen, besitzen jedoch derzeit
noch keinen festen Platz in der kolorektalen Tumortherapie [20, 33, 34, 39, 40, 46].

Eine Bestrahlung ist nur bei rektalen Karzinomen indiziert, bei lokal fortgeschrittenen
Tumoren (ab Stadium T3) auch im Sinne einer neoadjuvanten Radiochemotherapie [34].
Bei solitidren Lebermetastasen zeigt sich durch radikale Resektion eine Verbesserung der
5-Jahres-Uberlebensrate auf bis zu 36% [20, 22, 33, 45, 54, 57]. Auch Hirn- und
Lungenmetastasen sind aus prognostischer Sicht einer Resektion zuzufiihren [20, 33, 45,
54]. Insgesamt kommen aber fiir eine operative Therapie der Metastasen nur etwa 5 % der
betroffenen Patienten in Frage, in vielen Fillen liegen bereits multiple Metastasierungen
vor [20, 22]. Neuere Ablationsverfahren wie Kryotherapie, Radiofrequenzablation oder
laserinduzierte Thermotherapie werden bereits bei nicht primér resezierbaren Metastasen
der Leber angewandt, Langzeiterfahrungen im Rahmen klinischer Studien fehlen derzeit

noch [20, 38].

1.2 Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4

Der Mitogen-aktivierte Protein-Signalweg

Innerhalb der menschlichen Zelle gibt es eine Reihe von so genannten Signalwegen, iiber
die Informationen in die Zelle hinein gelangen und dann intrazelluldr weiterverarbeitet
werden. Wichtige Funktionen in mehreren dieser Signalwege erfiillt die Familie der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen).

Bis jetzt sind drei gro3e Untergruppen identifiziert worden:

Extrazelluldr Signal-regulierte Proteinkinase (ERK), c-Jun amino-terminale Kinase (JNK)

und p38 mit jeweils eigenen Untergruppen [16, 59]. Wihrend ERK an der Weiterleitung




der Informationen von Wachstumsfaktoren beteiligt ist, iiben JNK und p38 essenzielle
Funktionen in einem durch proinflammatorische Zytokine und Zellschiden verursachten
Signalweg aus [59]. Gemeinsam werden sie auch als Stressaktivierte Proteinkinasen
(SAPK) bezeichnet.

Reguliert werden die Kinasen iiber spezifische Aktivierungskinasen, MAP-Kinase
Kinasen, die eine Phosphorylierung der MAP-Kinasen induzieren und diese damit
aktivieren. Zu dieser Gruppe gehort die Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4
(MKK4). Sie aktiviert sowohl JNK [12, 13, 61] als auch p38 an der katalytischen Doméne
iiber zweifache Phosphorylierung an Threonin und Tyrosin [13, 56].

Diese Aktivierung ist eine zentrale Komponente des bereits angesprochenen durch Stress

aktivierten Signalweges (siche Abbildung 1.1) der Zelle [12].
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Abb. 1.1: JNK und p38 Signalweg: MKK4 dient als zentrale Komponente sowohl in der Weitervermittlung
von physikalischen und chemischen Stressoren, als auch in der Stressreaktion nach Aktivierung
korpereigener Botenstoffe wie TNF-a.. Eine Weiterleitung erfolgt durch Aktivierung von JNK oder p38, die
wiederum Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktivieren. Hiertiber kann eine Beeinflussung der Zellfunktion
auf nuklearer Ebene erfolgen, z. B. die Einleitung des programmierten Zelltodes (adaptiert nach Kegg

Pathway Database [26]).

Wihrend chemische aber auch physikalische Aggressoren die Signalkaskade iiber JNK

induzieren, 16sen proinflammatorische Zytokine wie der Tumornekrosefaktor oo (TNF-ot)




und Interleukine hauptsichlich eine Kaskade aus, die durch die Aktivierung von p38
weitergeleitet wird [13]. Beide Kinasen, JNK und p38, fithren zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie z. B. c-JUN und ATF und beeinflussen dariiber zellulédre
Prozesse auf molekulargenetischer Ebene, unter anderem auch Apoptose [13, 59]. Als
Regulatoren dienen hemmende und aktivierende Enzyme, die zwischen und innerhalb der
einzelnen Signalwege interagieren, wie z. B. MKK4. Es ist als Schnittstelle zwischen JNK

und p38 zu sehen [8, 16].

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4

Die zunichst in der Literatur mit SEK1 bezeichnete Kinase MKK4 kommt ubiquitér in
vielen menschlichen Geweben vor und ist aufgrund ihrer Bedeutung in zwei wichtigen
intrazelluldren Signalwegen (siehe oben) in den letzten Jahren in vielen Studien untersucht
worden. In der Literatur werden dabei eine Reihe von Pseudonymen verwendet, als haufig
vorkommende seien an dieser Stelle JNKK, MEK4, SEK1 sowie SAPK/ERK Kinase 1
genannt [59].

Der genetische Code der Kinase (GenelD: 6416) befindet sich auf dem humanen
Chromosom 17p11.2, die transkribierte mRNA umfasst etwa 3500 Basenpaare. Das
entstechende Protein setzt sich aus 399 Aminosduren zusammen und besteht in seinem
katalytischen Zentrum aus 11 Subdoménen [27, 28].

Inzwischen sind mehrere Mutationen des MKK4-Gens in Tumorzelllinien entdeckt
worden, die zu einem Verlust der Phosphorylierungsfihigkeit der Kinase in vitro fiihren.
Hierbei handelte es sich um nonsense- sowie missense-Mutationen einzelner
Gensequenzen [53].

Der homologe Verlust des gesamten Gens ist bereits an Méusen untersucht worden und
war mit dem Leben nicht vereinbar [21, 61]. Die Miuse starben noch vor dem 14. Tag
threr Embryonalentwicklung. Der Mangel an MKK4 fiihrte zu einem Abbruch der
Signalkaskade tiber JNK und dariiber zu abnormer Hepatogenese und Himorrhagien, die
zum Tode der Embryonen fiihrten [21, 61]. Dies impliziert eine wichtige Funktion von
MKK4 in der Entwicklung der Leber. Wihrend Leberzellen auf MKK4 angewiesen zu sein
scheinen, zeigt sich in einer Studie von Comodo et al. eine Inhibition von hepatozellulidren

Karzinomzellen durch die Aktivierung von c-Jun iiber MEKK1 und MKK4 [10].
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Hieraus wurde die Theorie abgeleitet, dass sich Tumorzellen in Hinblick auf die

Expression von MKK4 von gesunden Zellen unterscheiden.

MKK4 in der Tumorgenese

Eine ganze Reihe von Studien befasst sich mit der Expression von MKK4 in verschiedenen
Tumorzelllinien. So wurde 1997 von Teng et al. nach Untersuchung von 88 Krebszelllinien
verschiedener Organe festgestellt, dass in Pankreas-, Brust-, Kolon-, und
Hodentumorzellen Mutationen im MKK4-Gen in einem Prozentsatz von 3 % nachweisbar
sind. Diese Mutationen resultierten in einem Verlust der Phosphorylierungsfahigkeit der
Kinase und damit eines fehlerhaften Aktivierungsvermogen im stressaktivierten Signalweg
[53].

Ausgehend von diesen biochemischen Erkenntnissen gab es eine Reihe von klinisch
experimentellen Studien, die sich mit dem Nachweis von MKK4 in menschlichen Tumoren
und der klinischen Bedeutung befassten.

In Tumorzelllinien humaner Prostatakarzinome gelang der Nachweis von MKK4, jedoch
in deutlicher geringerer Expression als in gesunden Epithel- und Stromazellen [32].
Weitere Untersuchungen wiesen eine Downregulierung des MKK4-Proteins wihrend des
Progress der Metastasierung in vivo nach, die eine mogliche Funktion als Tumorsuppressor
implizierten [32].

In Tierversuchen an AT6.1 Ratten zeigte sich nach Gabe MKK4-suffizienter Zellen ein
Riickgang der Metastasenbildung ohne Beeinflussung des Primirtumors [62]. Weitere in
vitro Untersuchungen zeigten, dass durch Aktivierung von JNK durch MKK4 ein
Wachstum von Fernmetastasen der Prostata in der Lunge gehemmt wurde [55].

Eine dhnliche Wirkung als Metastasensuppressor wird MKK4 auch in Ovarialkarzinomen
zugeschrieben. Wiahrend der Untersuchung von gesundem und metastatischem
Ovarialgewebe fielen Yamada et al. [60] eine deutlich geringere Expression von MKK4 in
den Karzinomzellen auf. Auch hier zeigten sich in anschlieBenden Tierversuchen eine
Reduktion der Anzahl von Metastasenabsiedlungen um fast 90%, untersucht an weiblichen

SCID-Maiusen, denen MKK4-positive Krebszelllinien injiziert wurden [60].

Eine gegenteilige Funktion als pro-onkogenetisches Molekiil in Lungenkarzinomen wurde

MKK4 als Bestandteil des SAPK-Signalweges durch Lee et al. 2003 [35] zugeschrieben.
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Zur Aufrechterhaltung einer Krebszelllinie erwies sich eine funktionierende MKK4-/ JNK-

Signalkaskade als notwendig.

Einer genaueren Untersuchung der MAPK-Kinase 4 in der Tumorprogression von
Mammakarzinomen widmeten sich Wang et al. In ihrer Studie zeigte sich in vivo durch
Unterdriickung von MKK4 in Brustkrebszellen ein Riickgang der Tumorgrole in einem
Maus-Xenograftmodell, gleichzeitig fiihrte eine ektope Expression von MKK4 in zuvor
MKK4-negativen Zelllinien zu einer Stimulation von Zellwachstum und Invasion [58].
Dies widerlegte eine zuvor aufgestellte Theorie von MKK4 als einen moglichen

Metastasensuppressor in Mammakarzinomen [14].

Ahnliche Ergebnisse erreichten Wu et al.,, die MKK4 in 44,8 % von 96 untersuchten
Magenkarzinomen nachwiesen. Hier {ibte die Expression keinen Einfluss auf
Invasionstiefe, Lymphknotenmetastasen, Wachstumsform des Tumors und Stromareaktion
aus [59], allerdings zeigte sich eine signifikante Minderung von riickfallfreier und
Gesamtiiberlebenszeit der Patienten bet MKK4-positiven Tumoren. Daraus ergab sich eine
mogliche Verwendung von MKK4 als prognostische Faktor bei dieser Tumorerkrankung
[37, 59]. Mutationsanalysen in Adenokarzinomen des Magens lieBen jedoch keinen

Schluss auf eine Tumorentstehung aufgrund genetischer Inaktivierung von MKK4 zu [7].

Eine bisher nicht veroffentlichte Studie von Mirow et al. [42] untersuchte die Expression
von MKK4 in kolorektalen Karzinomen. Hier zeigte sich bei bisher 79 untersuchten
Karzinomen eine MKK4-Positivitit bei 71%. Eine statistische Korrelation mit dem
Tumorstadium konnte nicht nachgewiesen werden [42]. Insgesamt zeigte sich jedoch der
Trend zu einem lingeren Uberleben bei positivem Nachweis der Kinase und zu einer

verlingerten riickfallfreien Uberlebenszeit.

Eine Funktion von MKK4 als Tumorsuppressor lidsst sich dadurch erkldren, dass die
Kinase als Aktivator von JNK eine wichtige Position in der JNK-Signalkaskade ausiibt,
durch die geschidigte Zellen dem programmierten Zelltod zugefiihrt werden [31, 48, 51].
Bei einem Verlust der Phosphorylierungsfihigkeit durch Mutation kann es zu

ungehindertem Zellwachstum kommen.
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Unklar ist jedoch, welche molekularen Mechanismen dazu fiithren, dass MKK4 in einigen

Tumorgeweben Proliferation und Invasionsverhalten fordert [58].

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die erorterten Studien befassen sich fast ausschlieBlich mit dem Vorkommen und der
Bedeutung von MKK4 in Primértumoren. Ein Nachweis der Expression von MKK4 in
humanen Metastasen und deren Bedeutung wird bisher in der Literatur nicht beschrieben.
Das Ziel dieser Arbeit war es, ein geeignetes molekularbiologisches bzw.
immunhistochemisches Verfahren zu etablieren, mit denen die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase Kinase 4 zuverldssig in metastatischen Geweben beim Menschen
nachgewiesen werden kann. Weiterhin sollte eine Bedeutung einer moglichen Expression
in Bezug auf den klinischen Verlauf der betroffenen Patienten anhand prospektiv
erhobener Daten der Tumordatenbank der Klinik fiir Chirurgie des Universitédtsklinikum
Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, untersucht werden. Eventuelle Unterschiede
zwischen primidrem Tumorgewebe und Metastasengewebe sollten durch Proben aus
kolorektalen Primértumoren untersucht werden.

Die Arbeit ist Teil eines Forschungsprojektes der Klinik fiir Chirurgie des
Universitétsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck, das sich mit der Expression
von MKK4 in kolorektalen Karzinomen befasst. Ein bereits erwdhntes Vorlduferprojekt
von Mirow et al. [42] befasst sich mit der Expression von MKK4 in kolorektalen
Karzinomen und einer moglichen klinischen Bedeutung, ein drittes Projekt von Behra et al.
mit der Mutationsrate der Gensequenz von MKK4 in kolorektalen Karzinomzellen.

Das am hiufigsten betroffene Organ bei metastatischen kolorektalen Karzinomen ist die
Leber. Bei Vorliegen solitidrer Lebermetastasen erhalten einige der erkrankten Patienten im
Rahmen ihrer Therapie eine operative Metastasenentfernung (siehe 1.1). Auf diesem Wege
gelang eine Gewinnung und Aufarbeitung des metastatischen Gewebes der Leber
betroffener Patienten.

Bereits in mehreren erwihnten Studien (siehe 1.2) konnte MKK4 im gesunden
Lebergewebe nachgewiesen werden. Um mogliche Unterschiede im Vorkommen von

MKK4 zwischen Normalgewebe der Leber und metastatischem Gewebe durch kolorektale
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Karzinome zu unterscheiden, wurden im Rahmen dieser Arbeit Gewebeproben aus
gesunden Leberanteilen ebenfalls den genannten Nachweismethoden fiir MKK4

unterzogen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv

In dieser Studie wurden 36 Proben aus Lebermetastasen von Patienten mit histologisch
gesichertem kolorektalen Karzinom untersucht, die sich im Zeitraum vom Januar 2003 bis
zum September 2006 in der Klinik fiir Chirurgie des Universititsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Liibeck, einer onkochirurgischen Therapie der Metastasen unterzogen.
Von diesen 36 untersuchten Proben mussten 2 aus der Auswertung ausgeschlossen werden,
da es sich um Rezidivmetastasen von Patienten aus dem Kollektiv handelte. Insgesamt

konnten daher 34 Proben untersucht und ausgewertet werden.

12 der Patienten aus der Gesamtgruppe hatten sich bereits im Vorfelde im
Universitétsklinikum einer Resektion des Primértumors unterzogen. Auch im Rahmen
dieser Operation waren Proben entnommen worden, von denen 11 fiir eine weitere
Aufarbeitung zur Verfiigung standen und als Kontrollgruppe dienten (kolorektale
Primértumore). Diese Proben wurden mit freundlicher Unterstiitzung des Instituts fiir

Pathologie der Universitit zu Liibeck zur Verfiigung gestellt.

Weiterhin wurde im Rahmen oben genannter chirurgischer Therapie bei 7 Patienten aus
dem Kollektiv aufgrund notwendiger ausgedehnter Resektion ebenfalls gesundes
Lebergewebe gewonnen. Diese Gewebsproben bildeten eine zweite Kontrollgruppe

(Normalgewebe der Leber).

Die Daten der Patienten wurden aus der Tumordatenbank fiir kolorektale Karzinome der
Klinik fiir Chirurgie iibernommen. In diesem Register werden klinische Verlaufsangaben
von allen Patienten mit kolorektalem Karzinom prospektiv erfasst und laufend aktualisiert,
die sich aufgrund ihrer malignen Tumorerkrankung chirurgisch in dieser Klinik behandeln

lassen.
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Das Register enthilt unter anderem folgende Angaben zu dem Primértumor:

- Alter und Geschlecht des Patienten

- Lokalisation des Tumors

- Histologie und TNM-Einteilung

- UICC-Stadium zum Zeitpunkt der Priméroperation

- Zeitpunkt der Lebermetastasierung

- Differenzierungsgrad des Tumors

- Artder Therapie

- Uberlebensstatus

Nachstehende Tabelle (Tabelle 2.1) soll einen kurzen Uberblick iiber die Hiufigkeiten und

Verteilungen oben genannter Kriterien bei den Patienten innerhalb der drei untersuchten

Probengruppen vermitteln.

Lebermetastasen Kolorektale Normalgewebe
Primirtumore Leber
[n=34] [n=11] [n=7]
Geschlecht Weiblich 13 4 2
Mainnlich 21 5
Lokalisation Kolon 21 4 1
Rektum 13 7 6
Tumorstadium UICC I-1I 7 1 2
UICC III 8 2 3
UICC 1V 19 8
Differenzierungsgrad GI1-G2 19 7 3
G3 9 4 2
Therapieansatz Kurativ 25 6 4
Palliativ 9 5 3
Lebermetastasen Synchron 19 8 2
Metachron 15 3
Uberlebensstatus (Mirz 2007) | Verstorben 13 3 0

Tab. 2.1: Hiufigkeit des Vorkommens [n] der verschiedenen Patienten- und Tumormerkmale, Therapie-

ansitze und Uberlebensstatus innerhalb der drei Probengruppen: Lebermetastasten, kolorektale Primirtumore

und Normalgewebe der Leber.
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Ein Antrag zur Uberpriifung ethischer und berufsrechtlicher Gesichtspunkte wurde der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Universitdt zu Liibeck vorgelegt und

bewilligt (Aktenzeichen 06-039, vom 27.06.2006).

2.1.2 Gewinnung und Aufarbeitung der Proben

Die Auswahl der Patienten erfolgte zufillig, unterlag jedoch den &rztlichen
Auswahlkriterien fiir die Durchfithrung einer Leberresektion. Jeder resezierten Metastase
wurde intraoperativ, falls die Operation es zulieB, eine Probe entnommen, die
schnellstmoglich auf Eis gelagert und anschlieBend in Stickstoff tiefgekiihlt wurde.

Ein Teil jeder Probe wurde in Formaldehyd (4,5 %) iiber mindestens 24 Stunden
konserviert, in Paraffin gebettet und anschlieBend zu histologischen Schnitten
weiterverarbeitet.

Fiir einen molekulargenetischen Nachweis wurde jeweils ein mindestens 0,1 g schweres
Gewebsstiick entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in fliissigem Stickstoff
gelagert. Dieses Gewebe wurde im weiteren Verlauf den nachfolgend beschriebenen

Methoden unterzogen.

RNA-Isolierung

Auf das gefrorene Gewebestiick (0,1 g) wurde 1 ml Trizol pipettiert und mit dem
UltraTurrax® (Jahnke & Kunkel, Staufen, D) homogenisiert. Die Probe wurde 5 Minuten
bei Raumtemperatur stehen gelassen, anschlieBend wurden 0,2 ml Chloroform
hinzugefiigt. 15 Sekunden lang wurde das Gemisch kriftig geschiittelt und unter
Raumtemperatur in ein Schraubdeckelcup iiberfiihrt.

Bei 12000 g Umdrehung und einer Temperatur von 4°C wurde die Probe iiber 15 Minuten
zentrifugiert und dann der entstandene wissrige Uberstand in ein neues Cup iiberfiihrt.
Danach wurden 0,5 ml Chloroform hinzugegeben, wieder kréftig gemischt und diesmal fiir
5 Minuten bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand abpipettiert, mit
0,5 ml Chloroform vermischt und 5 Minuten lang zentrifugiert. Nach Uberfiihrung der
oberen wissrigen Phase in ein neues Cup wurde mit dem gleichen Volumen (etwa 0,5 ml)

Isopropanol aufgefiillt und die Probe fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
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Im Anschluss daran wurde die Probe fiir weitere 10 Minuten bei 12000 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und auf das nun sichtbare Pellet 1 ml
Ethanol (70 / 75 %) gefiigt. Durch kurzes Mischen auf dem Vortex® (Scientific Industries,
New York, USA) wurde das Pellet gewaschen. Die Probe wurde danach wiederum fiir 5
Minuten bei 4°C zentrifugiert, diesmal bei 7500 g.

Das Ethanol wurde abpipettiert und die Probe zum Antrocknen stehen gelassen, sodass das
restliche Ethanol vollstindig verdunstete. AnschlieBend wurden 50 pl autoklaviertes
Wasser hinzugefiigt und das Pellet durch Mischen auf dem Vortex® vollstdndig darin
gelost.

Die Probe wurde dann fir 10 Minuten bei 55-60°C im Thermomixer® (Eppendorf,
Hamburg, D) inkubiert und danach sofort auf Eis gekiihlt.

Im Anschluss erfolgte die Messung der Konzentration der isolierten RNA mithilfe des
Spektrophotometers (Beckmann-Coulter, Fullerton, USA) (siehe unten).

Um eine Denaturierung der isolierten RNA auszuschlieen, wurden alle Proben auf einem
Agarose-Gel (siehe 2.2.2) aufgetrennt. Anhand der Bandenbildung konnten Aussagen iiber
die Intaktheit der Nukleinsiduren getroffen werden. Bei nicht eindeutig sichtbaren Banden

musste von einer Denaturierung ausgegangen und die Isolierung wiederholt werden.

Konzentrationsbestimmung

Die Messung der Konzentration erfolgte bei Wellenlingen von 260, 280 und 320 nm. Fiir
eine exakte Messung musste die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm kleiner 1
sein. Hierfiir mussten die Proben gegebenenfalls vorverdiinnt werden und diese
Verdiinnung anschlieBend aus der Konzentration wieder heraus gerechnet werden.

Die Berechnung der Konzentration an Nukleinsduren erfolgte mittels folgender Formel
nach Warburg und Christian (1941) aus den gemessenen Absorptionen der beiden

Wellenldngen:

Nukleinsdurekonzentration [ug/ ml] = Exeo * 62,9 + Easo * (-36).

Die bei 320 nm Wellenlidnge gemessene Absorption wurde als systematischer Fehler aus

allen gemessenen Absorptionen subtrahiert.
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Herstellung eines Reverse-Transkriptase-Ansatzes

Prinzip: Zur Amplifizierung einer Gensequenz mittels PCR muss die isolierte RNA in die
zu ihr komplementire DNA (cDNA) umgewandelt werden, dies geschieht mithilfe einer

reversen Transkriptase.

Durchfiihrung: Pro Ansatz mussten 3 ug isolierter RNA eingesetzt werden. Die
entsprechende Probenmenge wurde in einem sterilen Cup mit autoklaviertem Wasser auf
25 ul aufgefiillt, kurz vermischt und bei 65°C fiir 10 Minuten im Thermomixer® inkubiert.
Die Erwidrmung fiihrte zu einer Entfaltung des RNA-Stranges, um eine Anlagerung der
Transkriptionsprimer zu ermoglichen. AnschlieBend erfolgte eine sofortige Kiihlung auf
Eis, um eine erneute Faltung zu verhindern.

Der Inhalt des Cups wurde auf Ready-To-Go-You-Prime-First-Beads® (Amersham
Biosciences, Piscataway, USA) gegeben, die neben einer reversen Transkriptase auch die
fiir die Herstellung von DNA benoétigten Nukleotidtriphosphate enthielten. 1 ul oligo dT
als Primer und 7 pl Wasser wurden hinzugefiigt und die Probe 1 Minute bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde zunichst auf dem Vortex® vermischt bis
sich die Beads® aufgelost hatten und dann fiir wenige Sekunden zentrifugiert.

Die Probe kam dann zum Inkubieren fiir 1 Stunde in den Thermomixer®. In dieser Zeit
erfolgte die Bildung eines komplementiren DNA-Einzelstrangs.

Als letzten Schritt wurde die Probe auf 100 pul Gesamtvolumen mit sterilem Wasser

aufgefiillt und bei —20°C gelagert.

2.2 Methoden

2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Prinzip: Die Polymerase Chain Reaction (PCR) wurde 1984 von Kary B. Mullis entwickelt
und hat seitdem einen festen Stellenwert in der molekularbiologischen Forschung [43]. Mit
ihrer Hilfe gelingt es, einen DNA-Abschnitt mit bereits bekannter Sequenz in vitro
exponentiell zu vervielfiltigen (siehe Abbildung 2.1), ohne dabei auf Wirtszellen

zuriickgreifen zu miissen.
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Zur Amplifizierung benotigt werden isolierte DNA und zwei Primer (zu der DNA
komplementidre Oligonukleotide mit 15-25 Basenpaaren), eine thermostabile DNA-
Polymerase und Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTP). RNA kann iiber reverse
Transkription (siehe 2.1.2) in cDNA umgewandelt werden und ebenso amplifiziert werden.
Der Reaktionszyklus der PCR, der sich in der Regel zwischen 20 und 45 Mal wiederholt,
kann in drei Abschnitte unterteilt werden, die sich durch ihre jeweiligen

Reaktionstemperaturen und -dauern unterscheiden:

1. Thermische DNA-Denaturierung in Einzelstringe (95°C)
2. Primeranlagerung, sogenanntes Annealing (abhingig von Primer, z. B. 50°C)

3. Primerverldngerung (abhéngig von Polymerase, bei Tag-Polymerase 72°C)

DNA-Doppslstrans

1 95°C(452)

Denaturisrung zs DNA-Einzslstringen

Primer 1 Primer 2 Primeranlagerng

2 — MNuldeotida Primerverlingerung

Abb. 2.1: schematische Darstellung der verschiedenen PCR-Schritte entsprechend des verwendeten 32-PCR-
Programms (siehe Tabelle 2.2): Nach Aufspaltung des DNA-Doppelstrangs kommt es zur Anlagerung der
Primer und mithilfe der Polymerase zu einer Verlingerung und damit Bildung komplementirer

Doppelstringe.

In dieser Arbeit wurde sowohl mit einer konventionellen PCR (siehe unten) als auch zum
Nachweis von MKK4 mit einer sogenannten Zweistufen-PCR (Nested-PCR) gearbeitet.

Letztgenannte besteht im Prinzip aus zwei konventionellen Polymerase-Ketten-Reaktionen
mit geringerer Zykluszahl. Es wird dabei mit zwei verschiedenen Primerpaaren gearbeitet.
Im ersten Schritt wird ein DNA-Abschnitt mit groer Anzahl an Basenpaaren amplifiziert.
Dieses Produkt wird als Anfangsmolekiil (Template) in die zweite PCR eingesetzt. Das
zweite Primerpaar bindet spezifisch an einen Teil des Amplifikats, der dadurch nochmals

vervielfiltigt wird. Auf diese Weise erhoht sich die Spezifitit der Amplifizierung. Die
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Nested-PCR iiberliegt damit der konventionellen PCR in Spezifitit und Sensitivitit, da sie
in der Lage ist, auch geringe Mengen an Templates zuverldssig nachzuweisen.

Die verwendeten Primerpaare setzten sich jeweils aus einem Sense- und einem Antisense-
Oligonukleotid zusammen. Das Vorliegen eines cDNA-Einzelstrangs erforderte diese

unterschiedliche Polaritiit.

1. Primer MKK-4 Sense/ Antisense

5’ -AGA GAG GGT GACTGT TGG AT- 3
5" -TCT ATT CTT TCA GGT GCC AT- 3’

2. Primer MKK4 CI2 Sense und
5’ -GCA AAATCA CTT TAG CAA CTG- 3’
Primer MKK4 Cl1 Antisense
5" -AGC CAG CAT CTCTIGTCT TG- 3

Die Bindung des Antisense-Primers erfolgte dabei revers-komplementir zum cDNA-

Einzelstrang.

Durchfithrung: Es wurde mit einem Mastermix gearbeitet, der sich zwischen den PCR-
Programmen nur durch die verwendeten Primer unterschied. Er setzte sich pro Probe aus

folgenden Inhaltsstoffen zusammen:

- 10 pl 10x PCR-Puffer

- 0,5ul dNTP

- 1,5 ul Magnesiumchlorid

- 1 pl Primer-Mix (1:40 verdiinnt)
- 39,75 pul steriles Wasser

- 0,25 pl Tag-Polymerase

Fiir den Primer-Mix wurden 76 pul steriles Wasser mit jeweils 2 pl Primer-Sense bzw.
Primer-Antisense vermischt. Dieser Mastermix-Ansatz wurde unter sterilen Bedingungen
auf Eis mit gestopften Pipettenspitzen pipettiert. Je 48 ul wurden pro Probe in speziellen
PCR-Cups (Greiner bio-one, Frickenhausen, D) mit 2 ul des entsprechenden RT-Ansatzes

vermischt und in die PCR eingesetzt.
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Im ersten Schritt der Nested-PCR (siehe Tabelle 2.2) durchliefen die Proben 25
Reaktionszyklen bei einer Annealingtemperatur von 50°C.

Im zweiten Schritt (sieche Tabelle 2.2) wurden 48 ul Mastermix mit 1,5 ul des ersten PCR-
Produktes vermischt und ebenfalls in die PCR eingesetzt. Diesmal wurden 20 Zyklen bei
einer Annealingtemperatur von 55°C durchlaufen.

Die Auswertung erfolgte anschlieBend mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese (siehe

2.2.2).

Kontrollen bei der PCR:

Als qualitative Standards liefen in jeder PCR zwei Cups mit, die anstelle einer Probe
steriles Wasser als Negativkontrolle bzw. einen RT-Ansatz aus Hela-Zellen als Positiv-
kontrolle enthielten. So wurde gewihrleistet, dass Verunreinigungen der Materialien keine
falsch positiven und fehlerhafte Durchfiihrung keine falsch negativen Ergebnisse
verursachen konnten.

Ebenfalls zum Ausschluss falsch negativer Ergebnisse wurde als Qualititskontrolle fiir die
extrahierte  RNA und den RT-Ansatz auf ein sogenanntes House-keeping-Gen
zuriickgegriffen, das P,-Mikroglobulin. Es war in jedem Ansatz in annihernd gleicher
Menge enthalten. Die entsprechenden Primer wurden fiir eine dritte PCR verwendet, die

unabhingig von der Nested-PCR durchgefiihrt wurde.

3. Primer B-2-Mikroglobulin Sense/ Antisense

5" -ATC CAG CGT ACT CCA AAG ATT- 3’
5" -CAT GTCTCG ATC CCA CTTAACTAT- 3’

Der Mastermix-Ansatz erfolgte wie oben beschrieben. Bei einer Annealingtemperatur von
50°C wurden 30 Zyklen (siehe Tabelle 2.2) durchlaufen und die Produkte ebenfalls einer
Auswertung mittels Gelelektrophorese unterzogen. Nur bei deutlicher Einzelbanden-
bildung wurden die Proben fiir die Nested-PCR verwendet. Gegebenenfalls musste die

Aufarbeitung der Probe wiederholt werden.
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Nested-PCR Schritt I

Primerpaar 1

Nested-PCR Schritt 11

Primerpaar 2

B82-PCR

Primerpaar 3

95 °C, 1:00 min

95 °C, 1:00 min

95 °C, 0:02 min

Lid Heat 105 °C

Lid Heat 105 °C

Lid Heat 105 °C

95 °C, 5:00 min

95 °C, 5:00 min

95 °C, 2:00 min

Zyklenzahl 25: Zyklenzahl 20: Zyklenzahl 30:
95 °C, 1:00 min 95 °C, 1:00 min 95 °C, 0:45 min
50 °C, 1:00 min 55 °C, 1:00 min 50 °C, 0:45 min
72 °C, 1:00 min 72 °C, 1:00 min 72 °C, 1:30 min

72 °C, 5:00 min

72 °C, 5:00 min

72 °C, 7:00 min

8 °C, forever

8 °C, forever

8 °C, forever

Tab. 2.2: Darstellung der verwendeten PCR-Programme mit Auflistung der einzelnen PCR-Abschnitte, der

verwendeten Temperaturen und Zeiten, sowie der erforderlichen Zyklenzahlen.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Prinzip: Auf einem sogenannten Trigergel wandern aufgetragene Proben entlang eines
angelegten elektrischen Feldes. Die Auftrennung erfolgt anhand der vorhandenen
MolekiilgroBle, kleinere Molekiile wandern schneller. Umso mehr Material sich an einer
bestimmten Stelle absetzt, desto groBer ist die dort entstandene Bande. Durch zugefiigtes
Ethidiumbromid als Interkalationsfarbstoff konnen vorhandene Banden unter der UV-
Lampe sichtbar gemacht werden.

Zur Auftrennung von Nukleinsduren empfiehlt sich die Verwendung eines grobporigen
Trigergels, da sich sonst groBere Molekiile in den Poren verfangen und nicht wandern. Das
hier verwendete Gel auf Agarose-Basis (Polysaccharid aus Algen) erfiillt diese

Voraussetzungen.

Durchfithrung: Fine Darstellung der PCR-Resultate erfolgte mit Hilfe eines 1,5 %
Agarose-Gels (siehe Tabelle 2.3). Dazu wurden 0,75 g Agarose in einem Reagenzglas mit
50 ml TAE-Puffer vermischt und in der Mikrowelle zweimal unter kurzem Umriihren
aufgekocht. Auf dem Magnetrithrer wurde das Gemisch bei Raumtemperatur abgekiihlt
und anschlieBend 5 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt. Dann wurde das Gel zum Erkalten in

eine bereitgestellte Form gegossen. In einer Horizontal-Elektrophoresekammer wurde das
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erstarrte Gel mit einfach konzentriertem TAE-Puffer ausreichend bedeckt. 9 ul jeder Probe
wurde mit 1 pl einer schweren Losung (40 % Saccharose, 0,2 ml 0,1 M EDTA, 1,25 ml
0,25 % Xylencyanol, 4,55 ml Wasser) vermischt und vorsichtig in die vorgeformten
Geltaschen aufgetragen. Als Standard kamen in eine der Taschen 3 pul eines
Molekulargewichtsmarkers mit 1 ul schwerer Losung und 6 pul Wasser. Dieses diente zur
Beurteilung der Position der Banden bei der spéteren Auswertung.

Nach einer Laufzeit von 42 Minuten und einer angelegten Spannung von 80 V bei 250 mA
wurden die Banden unter einem UV-Licht-Transluminator (Frobel, Wasserburg am
Bodensee, D) sichtbar gemacht und fotografiert.

Die Produkte der B2-PCR wurden auf einem 1 % Agarose-Gel ausgewertet (siche Tabelle
2.3), das auf die gleiche Weise hergestellt wurde. Aufgrund der geringeren Dichte des Gels
geniigte eine Laufzeit von 30 Minuten bei identisch angelegter Spannung.

Zur Uberpriifung der isolierten RNA (siehe 2.1.2 und Tabelle 2.3) wurde ebenfalls ein 1 %
Agarose-Gel verwendet. Je nach Konzentration der in Wasser gelosten RNA wurden 1-3 pl
Probe mit 1 ul schwerer Losung auf 10 ul Gesamtvolumen mit Wasser aufgefiillt und in
die Taschen gegeben. Bei oben angegebener Spannung erfolgte ebenfalls nach 30 Minuten

Laufzeit die Auswertung unter dem UV-Schirm (MWG Biotech, New York, USA).

Nested-PCR B2-PCR RNA-Testung
Konzentration Agarose 1,5 % 1 % 1%
Probenmenge 9ul 9 ul 1-3ul
Schwere Losung [Volumen] 1ul 1l 1 ul
Verwendeter Standard Standard VI Standard VI Standard VI
Laufzeit 0,7h 0,5h 0,5h

Tabelle 2.3: Auflistung der Unterschiede in der Durchfithrung der Agarose-Gelelektrophorese und der

verwendeten Materialien.

2.2.3 Immunhistochemie

Prinzip: Durch spezifische monoklonale Antikdrper konnen Proteine in histologischen
Schnitten gebunden und durch eine antikorpergebundene Firbung im Préparat angefirbt
werden. Nach einer Gegenfiarbung des restlichen Gewebes wird auf diese Weise eine

genaue Aussage liber die Proteine und ithr Vorkommen in den Geweben getroffen. In
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diesem Fall erfolgte ein indirekter Nachweis von MKK4 in Lebermetastasen bzw.
Lebernormalgewebe iiber antikorpervermittelte Peroxidase-Farbreaktion.

Dabei wird ein spezifischer Primérantikorper von einem gegen ihn gerichteten
Sekundirantikorper gebunden, der mit Peroxidase beladen ist. Diese reagiert dann mithilfe
eines Substratpuffers und Wasserstoffperoxid als Katalysator mit einem sogenannten

Chromogen (Farbstoff) zu einem Farbkomplex.

Durchfithrung: Die Schnittpriparate mussten zunichst aus dem Paraffin gelost werden.
Dazu wurden sie dreimal iiber 10 Minuten in Xylol entparaffiniert und anschlieBend tiber
jeweils 3 Minuten in Ethanol absteigender Konzentration (v/ v) (100 %, 100 %, 96 %,
96 %, 70 %) rehydratisiert.

Nach kurzem Wissern in Millipore-Losung und Spiilen mit Tris-Pufferlosung (pH 7,4-7,6)
erfolgte ein Aufkochen bei 1100 W in der Mikrowelle und anschlieBendem Kochen bei
700 W iiber 15 Minuten. Dabei wurden die Schnitte in ausreichend Zitronensdurepuffer
gebadet. Verdunsteter Puffer wurde durch Millipore-Losung ersetzt.

Im Anschluss daran mussten die Schnitte mindestens 20 Minuten lang abkiihlen.

Dann wurden die Objekttriger erneut in Millipore gewéssert, mit Tris-Puffer gespiilt und
vorsichtig abgetrocknet.

Mit einem Fettstift (DakoPen® (Dako, Glostrup, DK)) wurden die Gewebestiicke auf dem
Objekttriger umrandet und médanderformig in eine Kiivette mit ausreichend 0,5 %
Wasserstoffperoxid fiir 30 Minuten gestellt. Diese Inkubation stellte sicher, dass die
endogene Peroxidase im Gewebe in ihrer Aktivitdt gechemmt wurde.

Nach Ablauf der 30 Minuten wurden die Objekttriger durch vorsichtiges Abkippen von
dem Wasserstoffperoxid befreit und dreimal a 5 Minuten in Tris-Puffer gewaschen.
Hinterher wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer (Kunststoffschale mit feuchtem
Papier ausgekleidet) gelegt. Sie wurden mit je 2 Tropfen einer Protein-Blocking-Solution
(Dako, Glostrup, DK) betrdufelt, welche Interaktionen der Antikorper mit unspezifischen
Gewebskomponenten verhinderte und fiir 15 Minuten in der feuchten Kammer verblieb.
Die iiberschiissige Blocking-Losung wurde anschlieend abgekippt und die Objekttriger
vorsichtig abgetuptft.

Auf jeden Objekttriger wurden dann 200 pul der MAP-Kinase-Antikorper (Sigma-Aldrich,
Miinchen, D) in einer 1:300-Vorverdiinnung mit Antibody-Dilution (Dako-Cytomation,

Glostrup, DK) gleichmiBig iiber das Gewebe verteilt.
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Als Negativkontrolle wurde ein Gewebeschnitt mit 200 pl Kaninchenimmunglobulin
(Dako, Glostrup, DK) versehen.

Uber Nacht kamen die Schnitte in der feuchten Kammer in den Kiihlschrank bei 8°C.

Am nichsten Tag wurde die Antikdrper-Losung dreimal tiber 5 Minuten mit Tris-Puffer
gespiilt und 2 Tropfen Envision® (Dako, Glostrup, DK) auf die Objekttriiger gegeben.
Dabei handelte es sich um mit Peroxidase versehene Anti-Kaninchen-Antikorper.

Nach 30 Minuten in der feuchten Kammer wurden die Schnittpriparate erneut dreimal mit
Tris-Puffer gewaschen.

Fiir die Firbung wurde unter dem Abzug eine Tablette AEC-Farbstoff in 12 ml DMSO
aufgelost. Zu der geldsten Tablette wurden dann 100 ml Barbitolpuffer, 100 ml Millipore-
Losung und 10 pl Wasserstoffperoxid (30 %) hinzugefiigt und das Gemisch durch
Filterpapier in eine Kiivette filtriert.

In diese Kiivette wurden die Objekttriger fiir etwa 15 Minuten zum Férben gestellt und
anschlieend unter flieBendem Wasser mindestens 10 Minuten gespiilt.

Nach einminiitigem Gegenfarben in Hamatoxylin und griindlicher Spiilung konnten die

Schnittpraparate mit Aquatex® (Merck, Darmstadt, D) eingedeckt werden.

Kontrollen bei der Immunhistochemie:

Um die Qualitidt der Farbung zu gewihrleisten, wurde bei jedem Durchgang eine Negativ-
und eine Positivkontrolle mittels Schnittpriparaten von kolorektalen Karzinomen

durchgefiihrt. Sie dienten auch als Standard bei der Auswertung.

Himatoxylin-Eosin-Firbung

Von jeder Probe wurde auch eine Hématoxylin-Eosin-Firbung durchgefiihrt. Diese
Farbepriparate dienten zur Beurteilung des gewonnenen Gewebes in Hinblick auf
Intaktheit und zur Bestitigung des Gewebstyps.

Fiir diese Firbung wurden die Schnittpriparate nach dem Entparaffinieren (siehe oben) fiir
5 Minuten in Himatoxylin und nach zehnminiitigem Wasserbad fiir 1 Minute in Eosin
gefiarbt. Zum Fixieren der Fiarbung wurden die Priparate zuerst kurz in Wasser, dann in
Ethanol aufsteigender Konzentration (v/ v) gegeben (70 %, 96 %, 100 %). Zum Schluss
wurden sie dreimalig in Xylol fiir 5 Minuten belassen und zuletzt mit Eukitt (Sigma-

Aldrich, Miinchen, D) eingedeckt.
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2.3 Statistische Methoden

Alle im Folgenden erhobenen statistischen Daten wurden mithilfe des Statistikprogrammes

SPSS 13.0 fiir Windows (SPSS Incorporation, Chicago, USA) berechnet.

Zur Berechnung der Survival-Analyse wurde die Kaplan-Meier-Methode verwendet, die es
erlaubt, bei Uberlebenszeiten die Uberlebensrate S(t) zu schitzen. Die Uberlebensrate S(t)
ist der Anteil der Beobachtungseinheiten, die den Zeitpunkt t iiberleben. Die Kaplan-
Meier-Methode beriicksichtigt die Informationen aller Patienten so lange, wie diese

beobachtet worden sind (siehe Kaplan und Meier, 1958).

Ein Vergleich der drei verschiedenen Probengruppen erfolgte durch Berechnung der
Mittelwerte der Ergebnisse. Eine statistische Signifikanzpriifung war aufgrund des

geringen Probenumfangs nicht moglich.

2.4 Methodenfindung

Die oben beschriebenen molekularbiologischen Methoden sind in der medizinischen
Forschung bereits etabliert. Dennoch ergaben sich bei der Durchfithrung einer
konventionellen Polymerase Ketten Reaktion unter Verwendung von Lebergewebe als
Template Probleme. Sie beruhten vor allem darauf, dass Lebergewebe aufgrund starker
Enzymaktivitdt sehr schnell nach Entnahme aus dem menschlichen Kdorper denaturiert.
Trotz sofortiger Kiihlung der Prédparate auf Eis kam es durch die kurzen ischdmischen
Phasen wihrend Gewinnung und Verarbeitung der Proben zu ungehemmter
Enzymaktivitit im Gewebe. Dies verursachte zum Teil die Isolierung von qualitativ
minderwertiger RNA, die sich durch Bildung mehrerer Bruchsticke in der
Gelelektrophorese widerspiegelte (siehe 2.2.2).

Wihrend die Amplifizierung kleinerer Sequenzen dieser RNA, bzw. cDNA, zum Beispiel
des P2-Mikroglobulingens, keine Probleme bereitete, gelang die Vervielfiltigung der
MKK4-Sequenz in einer konventionellen PCR nicht. Die hierbei verwendeten Primer
MKK4-Sense und MKK4-Antisense (siehe 2.2.1) schnitten eine iiber 300 Basenpaare
lange Sequenz heraus. Die Vervielfiltigung einer Sequenz dieser Linge gelang auch mit

Hela-RT als Template nur unregelméaBig.
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Da die Amplifizierung der kleinen Sequenz des 82-Mikoglobulins erfolgreich war, wurde
zur Vervielfiltigung der MKK4-Sequenz ein Primerwechsel vorgenommen. Die zwischen
den Primern MKK4-CI2s und MKK4-Clla (siehe 2.2.1) liegende Sequenz umfasst nur
etwa 180 Basenpaare und ist damit auch in einem bruchstiickhaften Template
nachzuweisen. Allerdings fiihrten auch kleinste Verschmutzungen durch gewebsfremde
DNA (z. B. durch Staubpartikel in der Luft) zu Verdnderungen der Ergebnisse, sichtbar in
einer positiven Negativkontrollprobe. Trotz sterilen Arbeitens, Austauschen aller
Materialien und Ortswechsels gelang es nicht in allen Fillen, eine Kontamination zu
verhindern.

Aus diesem Grunde erfolgte ein Wechsel der Methode zu einer Nested-PCR mit oben
genannten Primern (siehe 2.2.1), durch den die Herstellung eines reproduzierbaren,

spezifischen Amplifikats der MKK4-Sequenz gelang.

Die Gewebeproben der kolorektalen Karzinome waren im Vorfelde im Rahmen der
pathologischen Befundstellung einer Aufarbeitung zugefiihrt worden, bei der eine
Einbettung in Paraffin stattgefunden hatte.

Eine RNA-Isolierung aus mit Paraffin vorbehandelten Gewebebldcken ist jedoch mit den
herkdmmlichen Isolierungsverfahren (siehe 2.1.2) nicht mdglich. Daher standen die
Gewebeproben der Primdrtumore einer Auswertung mittels PCR nicht zur Verfiigung.
Infolge dessen erfolgte der MKK4 Nachweis in der Kontrollgruppe der kolorektalen

Karzinome lediglich mittels immunhistochemischer Féarbung.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 34 Proben aus Lebermetastasen kolorektaler Karzinome
den oben beschriebenen Nachweismethoden unterzogen und der Auswertung zugefiihrt.
Die Geschlechtsverteilung der den Proben zugehorigen Patienten war mit 21 ménnlichen
(61,76 %) und 13 weiblichen Patienten (38,24 %) zu Gunsten des mannlichen Geschlechts
verschoben. Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Priméroperation
lag bei 62,74 Jahren (Standardabweichung (s) = 10,56 J.), wobei die jiingste Patientin 32

Jahre alt war und der ilteste Patient 82 Jahre.

Von den 11 Patienten aus der Gruppe der kolorektalen Primédrtumore waren 7 Patienten
ménnlich (63,64 %), 36,36 % weiblich (n = 4). Die Patienten waren zum Zeitpunkt der
Priméroperation zwischen 32 und 77 Jahren alt, das Durchschnittsalter in diesem Kollektiv

lag bei 59,64 Jahren (s = 12,04 J.).

In der zweiten Kontrollgruppe erfolgte die Untersuchung von gesundem Lebergewebe von
insgesamt 7 Patienten. Auch hier lag mit 71,43 % (n = 5) der Anteil der ménnlichen
Patienten hoher als der weiblichen mit 28,57 % (n = 2). Das mittlere Alter bei der
Karzinomoperation betrug 63,43 Jahre (s = 7,28 J.), das hochste Alter eines Patienten in

dieser Gruppe betrug 71 Jahre, das geringste 50 Jahre (siehe Tabelle 3.1).

Lebermetastasen Kolorektale Priméirtumore = Normalgewebe der Leber
Geschlecht
Minnlich 21/61,76 7/ 63,64 5/71,43
Weiblich 13/ 38,24 4/ 36,36 2/ 28,57
Durchschnittsalter

Gesamt 62,74 59,64 63,43
Miénnlich 64,71 62,86 64,60

Weiblich 59,54 58,50 59,00

Tab. 3.1: Vergleich der Geschlechtsverteilung (Anzahl n/ Anteil in Prozent) und des durchschnittlichen
Patientenalters (in Jahren) zum Zeitpunkt der Priméroperation, aufgeschliisselt nach Geschlecht, in den drei

Patientengruppen.
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Ebenfalls zum Zeitpunkt der Priméroperation lag bereits bei 55,88 % der Patienten (n = 19)
ein fortgeschrittenes Malignomgeschehen mit Lebermetastasierung (UICC Stadium IV)
vor, der durchschnittliche Abstand zwischen Primiroperation und Metastasenresektion
betrug in der Gruppe der Lebermetastasen 13,09 Monate (s = 11,01 Mon.), in der
Kontrollgruppe des Normalgewebes der Leber 13,86 Monate (s = 9,67 Mon.) und 7,27
Monate (s = 6,87 Mon.) in der Kontrollgruppe der kolorektalen Primértumore.

Einen Uberblick iiber das Tumorstadium (nach WHO/ UICC, siehe 1.1) der Erkrankten in
den einzelnen Gruppen bietet Tabelle 3.2. Ein Tumorstadium 0 nach UICC zeigte sich bei

keinem der Patienten.

UICC- Lebermetastasen Kolorektale Primértumore Normalgewebe der Leber
Stadium [n =34] [n=11] [n=7]

I 2/5,88 0/0 2/28,57

II 5/ 14,71 1/9,09 0/0

I 8/23,53 2/ 18,18 3/ 42,86

1AY 19/ 55,88 8/ 72,73 2/ 28,57

Tab. 3.2: Verteilung der einzelnen Tumorstadien nach UICC (Anzahl n/ Anteil in Prozent) zum Zeitpunkt
der Primdroperation in den drei Probengruppen Lebermetastasen, kolorektale Primirtumore und

Normalgewebe der Leber.

Hierbei zeigte sich in allen drei Gruppen ein geringerer Anteil der lokal begrenzten
Tumoren (Stadium I und IT) im Vergleich zu den bereits metastasierten Tumoren ( Stadium
[T und IV).

In Bezug auf die Differenzierungsgrade der Primértumore lagen in der Datenbank bei 6
Patienten keine Angaben zum Grading vor. Aus diesem Grund war eine zuverlissige
Bestimmung der Hiufigkeitsverteilung in der Gruppe der Lebermetastasen sowie in der
Gruppe des Normalgewebes der Leber nicht moéglich. In der Gruppe der kolorektalen
Primirtumore zeigte sich jedoch ein Trend zu den besser differenzierten Karzinomen mit 7
gut- bis mittelgradig differenzierten (G1 und G2) Karzinomen (63,64 %) und 4 schlecht
differenzierten (G3) Karzinomen (36,36 %).

Ein kurativer Operationsansatz bei der Durchfiihrung der kolorektalen Tumorresektion

erfolgte in der Gesamtgruppe bei 14 der 15 lokal begrenzten Tumoren (93,33 %) und bei
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11 der 19 fortgeschrittenen Malignome (57,89 %). In der Gruppe des Normalgewebes der
Leber waren 4 der Primdroperationen (57,14 %) mit einem kurativen Ansatz erfolgt, in
der Kontrollgruppe der kolorektalen Priméartumore 6 (54,55 %), hiervon 4 (36,36 %) mit zu

diesem Zeitpunkt bereits diagnostizierten Fernmetastasen.

Zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung (Mérz 2007) waren von den 34 Patienten, deren
Gewebeproben untersucht wurden 13 verstorben (38,24 %), 10 (9,09 %) von ihnen hatten
bereits bei Primiroperation ein metastasiertes Karzinom. Hieraus ergab sich nach der
Kaplan-Meier-Methode (sieche 2.3) eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 83 % der 15
Patienten mit einem Karzinomstadium I-III nach UICC, im Vergleich hierzu bei Stadium
UICC IV von 64 %. Die mediane Uberlebenszeit lag bei 51 Monaten im Stadium I-III
(nach UICC), im Stadium IV (nach UICC) bei 41 Monaten (siehe Abbildung 3.1).

TUberlebensfunktionen
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Abb. 3.1: Kumulatives Uberleben (berechnet nach Kaplan und Meier): Blaue Linie: kumulatives
Uberleben der Patienten im Tumorstadium UICC I-IIT ohne Fernmetastasierung (pMO0) bei Primiroperation.
Griine Linie: kumulatives Uberleben der Patienten mit vorliegenden Fernmetastasen (pMI1) bei

Priméroperation (Stadium IV nach UICC).
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3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion

Im ersten experimentellen Teil der Arbeit sollte der molekulargenetische Nachweis der
entsprechenden DNA-Sequenz der MAP-Kinase Kinase 4 mit Hilfe der Polymerase-
Ketten-Reaktion in zuvor aufgearbeiteten Gewebeproben gelingen.

Hierfiir erfolgte nach Isolierung der RNA (siehe 2.1.2) die Bestimmung der Konzentration
an Nukleinsduren im Probenansatz mittels photometrischer Absorptionsmessung und
Berechnung nach Warburg-Christian (siehe 2.1.2 und Tabelle 3.3).

Dabei variierten die gemessenen Konzentrationen an isolierter RNA zwischen den
einzelnen Proben (Mittelwert = 4,64 mg/ ml; s = 3,89 mg/ ml); um vergleichbare
Ergebnisse in der PCR zu erhalten war es daher notwendig aus den Konzentrationen das

benotigte Probenvolumen fiir 3 pg isolierte RNA zu berechnen.

Probe | RNA [mg/ml] | Probe | RNA [mg/ ml] | Probe | RNA [mg/ ml] | Probe | RNA [mg/ ml]
1 9,807 12 6,627 23 2,560 34 2,996
2 11,330 13 1,740 24 6,651 35 5,412
3 19,600 14 4,154 25 5,983 36 1,903
4 8,516 15 4,041 26 5,577 37 0,582
5 2,619 16 3,547 27 7,041 38 6,722
6 10,992 17 1,353 28 1,436 39 4,739
7 3,731 18 3,084 29 3,403 40 6,376
8 1,917 19 0,543 30 3,891 41 6,543
9 0,697 20 1,287 31 6,018
10 4,504 21 3,542 32 3,906
11 1,962 22 1,640 33 1,104

Tab. 3.3: RNA-Konzentrationen: Probennummer und gemessene Konzentration der isolierten RNA im
jeweiligen Probenansatz in mg/ ml. Proben 1 bis 34 aus Lebermetastasen, Proben 35 bis 41 aus

Normalgewebe der Leber.

Trotz hoher Absorptionswerte war eine RNA-Denaturierung nicht sicher auszuschlieflen,
aus diesem Grund wurden alle Proben nach der Konzentrationsbestimmung einer
Gelelektrophorese unterzogen. Bei nicht eindeutiger Bandenbildung musste die RNA-
Isolierung wiederholt werden, da denaturierte Proben zu einem falsch-negativen PCR-

Ergebnis gefiihrt hétten.
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Nach dieser Qualitdtskontrolle konnten die Proben in einen Reverse-Transkriptase-Ansatz

eingesetzt werden, der die RNA in komplementidre cDNA iiberfiihrte (siche 2.1.2).

Vor dem Einsetzen dieser cDNA in die Nested-PCR zum MKK4-Nachweis erfolgte wie
bereits oben beschrieben (siehe 2.2.1) erneut eine Uberpriifung der Intaktheit der Proben.
Hierzu durchlief jeder Probenansatz eine PCR, wobei 32-Mikroglobulin als Primer diente.
Im Anschluss daran wurden die PCR-Produkte auf einem Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Intaktheit galt dabei bei eindeutiger Einzelbandenbildung im
entsprechenden GroBenbereich als gesichert. Dies war bei allen Proben aus der Gruppe der

Lebermetastasen und aus der Kontrollgruppe des Normalgewebes der Fall.

Jede Probe wurde nach Abschluss der Aufarbeitung einer Amplifizierung mittels Nested-
PCR zugefiihrt und nachfolgend nach ProduktgréBe elektrophoretisch aufgetrennt.

Dafiir wurden die PCR-Produkte wie oben beschrieben (siehe 2.2.2) in ein vorbereitetes
Agarose-Gel eingesetzt und nach 48-miniitiger Laufzeit unter dem UV-Schirm
ausgewertet.

Von jedem ausgewerteten Gel wurde eine Fotografie zur Auswertung angefertigt (sieche
Abbildung 3.2).

Orientierend am mitgelaufenen Standard konnte anhand der Bandenposition auf die Grofle
der DNA-Sequenz geschlossen werden und somit grobe Verschmutzungen durch Fremd-
DNA ausgeschlossen werden. Weitere Kontrollen wurden durch Anwendung von Positiv-
und Negativkontrollproben gewihrleistet, die jedem einzelnen PCR-Durchlauf beigesetzt
wurden (siehe 2.2.1).

Eine Auswertung des Elektrophoreseergebnisses erfolgte nur dann, wenn sowohl der
mitgelaufene Standard als auch die Positivkontrollprobe eindeutige Bandenbildung
aufwies, sowie die Negativkontrollprobe keine sichtbaren Banden bildete. Auch bei
Doppelbandenbildung der Positivkontrolle war die PCR als ungiiltig zu deuten und musste

wiederholt werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Kriterien erfolgte nun die Auswertung der Ergebnisse. Die
Bandenbildung der einzelnen Proben orientierte sich dabei an der jeweils mitgelaufenen
Positivkontrolle, die als positiv (1) gewertet wurde. Entsprechend wurden die Proben bei

gleich starker Bandenbildung als positiv (1), bei stirkerer als stark positiv (2), bei




32

schwacherer Bande als schwach positiv (0,5) und bei keiner sichtbaren Bandenbildung als

negativ (0) ausgewertet (sieche Abbildung 3.2).

Abb. 3.2: Beispiel Gelelektrophorese (Beschriftung der Banden von links nach rechts): a) Standard b)

negativ c) positiv d) stark positiv e) stark positiv f) positiv g) stark positiv h) negativ i) schwach positiv.

Zunichst durchliefen alle Proben zweimalig die Nested-PCR und die anschlieBende
elektrophoretische Auftrennung. Bei abweichendem Ergebnis wurde von einer
Fehlbestimmung ausgegangen und die entsprechenden Proben ein weiteres Mal in die PCR
eingesetzt, bis ein reproduzierbares Ergebnis auftrat. Dieser erneuten PCR mussten
insgesamt 18 der Proben zugefiihrt werden.

In der weiteren Auswertung (siehe Tabelle 3.4) wurden nur die reproduzierbaren

Ergebnisse beriicksichtigt.

In der Gruppe der Lebermetastasen zeigten sich alle Proben als positiv fiir MKK4
(Mittelwert 0,96; s = 0,26), wobei eine Probe stark positiv war und 5 Proben wegen

schwacher Bandenbildung als schwach positiv gewertet wurden.

Auch in der Gruppe des Normalgewebe der Leber war bei allen Proben eine positive
Bandenbildung zu sehen, wobei eine Probe als schwach positiv und 2 Proben als stark
positiv ausgewertet wurden. Der Mittelwert lag in dieser Gruppe mit 1,21 hoher als in der
Gruppe der Lebermetastasen, die einzelnen Werte variierten mit einer Standardabweichung

s von 0,57 starker.
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Lebermetastasen [n = 34] Normalgewebe der Leber [n =7]

Negativ [0] 0/0 0/0

Schwach Positiv [0,5] 5/ 14,71 1/ 14,29

Positiv [1] 28/ 82,35 4/ 57,14

Stark Positiv [2] 1/2,94 2/ 28,57

Median 1 1

Mittelwert 0,96 1,21
Standardabweichung 0,26 0,57

Tab. 3.4: Vergleich PCR: Auswertung des semiquantitativen Nachweis von MKK4 in den Proben der
Lebermetastasen bzw. im Normalgewebe der Leber, unterteilt in Stirke des Nachweis, sowie Anzahl [n] der
jeweiligen Proben und Anteil [in Prozent] an der Probengruppe, sowie Mittelwerte und Standardabweichung.

0: negativ; 0,5: schwach positiv; 1: positiv; 2: stark positiv.

3.3 Immunbhistochemie

Durch spezifische Antikorper sollte ein in-vitro Nachweis der MAP-Kinase Kinase 4 in
histologischen Schnittpridparaten in den gewonnenen Gewebeproben erbracht werden.
Dabei wurden die Prdparate nach entsprechender Vorbereitung (siehe 2.2.3) mit den
betreffenden Antikérpern in Kontakt gebracht, im Anschluss daran konnte die Kinase in
den Gewebezellen mit einer antikOrpervermittelten Rotfarbung mittels AEC (Amino-

Ethylcarbazol) sichtbar gemacht werden.

Die Auswertung erfolgte wie in Abbildung 3.3 zu sehen mikroskopisch, wobei eine
deutliche Rotfiarbung des Zellzytoplasma, in mehr als 50 % des untersuchten Gewebes, als
positiver (1) Nachweis angesehen wurde, bei zusitzlicher Anfiarbung des Zellkerns wurde
die Probe mit stark positiv (2) ausgewertet. Zeigten sich weniger als 50 % des Gewebes
mit einer Rotfarbung des Zytoplasmas wurde die Probe als schwach positiv (0,5)

bezeichnet, bei negativer Rotfarbung als MKK4-negativ (0).
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Farbung einer Lebermetastase.

Als Standard fiir die Auswertung liefen in jedem Firbungsansatz eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mit. Dafiir dienten Schnittpriparate aus kolorektalen Karzinomen, die
sich bereits in Vorversuchen [42] als MKK4-positiv herausgestellt hatten. Nur bei
deutlicher Positivkontrolle und eindeutiger Negativkontrollprobe erfolgte eine
Auswertung der Pridparate, andernfalls musste die betreffende Fidrbung mit neuen

Schnittpridparaten wiederholt werden.

Unter Beachtung der oben genannten Auswertungskriterien zeigte sich bei 14 Proben aus
Lebermetastasen ein deutlicher Nachweis von MKK4, 2 Proben zeigten sich stark positiv,
8 Proben waren schwach positiv. Der Mittelwert lag bei 0,94 mit einer
Standardabweichung von 0,34.

In der Kontrollgruppe der kolorektalen Primirtumore lag der Mittelwert bei 0,96 mit einer
Standardabweichung von 0,14, bei 10 Proben gelang eine deutliche immunhistochemische
Anfarbung von MKK4 im Zytoplasma, eine Probe zeigte sich als schwach positiv.

Im Gegensatz dazu war im Normalgewebe der Leber MKK4 in allen 7 Proben sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern nachweisbar, damit waren alle Proben stark positiv, der

Mittelwert betrug 2, die Berechnung der Standardabweichung ergab 0.

Einen vergleichenden Uberblick iiber die drei untersuchten Probenkollektive bietet die

folgende Tabelle 3.5:
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Lebermetastasen Kolorektale Normalgewebe der
[n=34] Primértumore [n = 11] Leber [n=7]

Negativ [0] 0/0 0/0 0/0

Schwach Positiv [0,5] 8/23,53 1/ 9,09 0/0

Positiv [1] 24/ 170,59 10/ 90,91 0/0

Stark Positiv [2] 2/5,88 0/0 7/ 100

Median 1 1 2
Mittelwert 0,94 0,96 2
Standardabweichung 0,34 0,14 0

Tab. 3.5: Vergleich Immunhistochemie: Auswertung des semiquantitativen Nachweis von MKK4
innerhalb der einzelnen Probengruppen, unterteilt in Stirke des Nachweis, sowie Anzahl [n] der jeweiligen
Proben und Anteil [in Prozent] an der Probengruppe, sowie Mittelwerte und Standardabweichung. 0: negativ;

0,5: schwach positiv; 1: positiv; 2: stark positiv.

3.4 Gesamtergebnisse

Um alle drei Gruppen miteinander zu vergleichen, erschien es sinnvoll die Ergebnisse des
immunhistochemischen Nachweis mit den Ergebnissen der PCR zu verbinden, sowohl fiir
die Proben aus Lebermetastasen als auch fiir das Normalgewebe der Leber.

Wie bereits beschrieben (siehe 2.3) war es nicht moglich, die Proben der kolorektalen
Primédrtumore einer PCR zu unterziehen. Deshalb lagen hier nur Ergebnisse des

immunhistochemischen Nachweises vor.

Es wurden rechnerisch fiir jede Probe der Mittelwert aus den beiden Untersuchungs-
ergebnissen berechnet, aus diesen Werten wurden dann Median, Mittelwert und Standard-

abweichung fiir die jeweilige Gruppe berechnet.

Wie in Tabelle 3.6 dargestellt zeigte sich im Vergleich PCR zu Immunhistochemie in der
Gruppe der Lebermetastasen kein deutlicher Unterschied im Gesamtergebnis zu den
Einzelwerten. Der Mittelwert betrug insgesamt 0,95 mit einer Standardabweichung s von
0,01, diese lag unterhalb der Standardabweichungen von 0,26 bzw. 0,34 bei den

Einzelauswertungen, siehe auch 3.2 und 3.3.
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PCR Immunhistochemie Gesamtergebnis
Median 1 1 1
Mittelwert 0,96 0,94 0,95
Standardabweichung 0,26 0.34 0,01

Tab 3.6: Vergleich Lebermetastasen: Ergebnisse der PCR und immunhistochemischen Firbung, sowie
Gesamtergebnisse in der Gruppe der Lebermetastasen, berechnet wurden Median, Mittelwert und

Standardabweichung.

In der Gruppe des Normalgewebes (siehe Tabelle 3.7) unterschieden sich die Werte der
PCR deutlicher von denen der immunhistochemischen Aufarbeitung, da bei der Féarbung
MKKH4 in allen Pridparaten stark positiv angefdarbt wurde. Im Gesamtergebnis ergab sich

dadurch ein Mittelwert von 1,61 mit einer Standardabweichung von 0,56.

PCR Immunhistochemie Gesamtergebnis
Median 1 2 1,5
Mittelwert 1,21 2,0 1,61
Standardabweichung 0,57 0,0 0,56

Tab. 3.7: Vergleich Normalgewebe Leber: Ergebnisse der PCR und immunhistochemischen Férbung,
sowie Gesamtergebnisse in der Gruppe des Normalgewebes der Leber, berechnet wurden Median, Mittelwert

und Standardabweichung.

Durch den Abgleich der beiden unterschiedlichen Untersuchungsmethoden und ihrer
Ergebnisse war nun eine direkte Gegeniiberstellung der drei Gruppen (siehe Tabelle 3.8)

mit jeweils einem Ergebnis moglich.

Lebermetastasen Kolorektale Primértumore Normalgewebe der
[n =34] [n=11] Leber [n=7]
Mittelwert 0,95 0,96 1,61
Standardabweichung 0,01 0,14 0,56

Tab. 3.8: Gesamtergebnisse: Mittelwert und Standardabweichung des MKK4-Nachweis in den drei

untersuchten Probengruppen.

Hierbei zeigte sich, dass in allen drei Gruppen ein positiver Nachweis von MKK4 in den
untersuchten Geweben gelang, wobei der Mittelwert des MKK4-Nachweises im

Lebernormalgewebe mit 1,61 hoher lag als die Werte der beiden anderen Gruppen.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie befasst sich mit der Expression der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase Kinase 4 in humanen Lebermetastasen bei kolorektalen Karzinomen. Das
Ziel der Studie war es, ein zuverldssiges Verfahren, sowohl molekularbiologisch als auch
immunhistochemisch, fiir den Kinasenachweis in Metastasengeweben zu etablieren. Eine
mogliche klinische Relevanz sollte anhand einer Tumordatenbank prospektiv untersucht
werden. Diese Studie stellte einen Teil eines Forschungsprojektes der Klinik fiir Chirurgie
der Universitdt zu Liibeck iiber das Vorkommen und die Bedeutung von MKK4 in
kolorektalen Karzinomzellen dar.

Sie basierte auf den Ergebnissen einer Studie von Mirow et al., die eine Expression von
MKK4 in kolorektalen Karzinomen nachwies [42]. Hierbei zeigte sich eine positive
Expression der Kinase in 71 % der untersuchten Tumore. Zum genaueren Verstindnis der
Funktion von MKK4 wihrend des Metastasierungsvorgangs wurde der hiufigste
Fernmetastasierungsort kolorektaler Karzinome, die Leber, im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit auf die Expression von MKK4 untersucht. Zur Uberpriifung einer
moglichen direkten Korrelation zwischen der Expression von MKK4 in der Karzinomzelle
des Primirtumors und der Expression in der Metastasenzelle wurde versucht, sowohl
Primértumor als auch Metastase desselben Patienten zu gewinnen. Um den Unterschied
zwischen der Expression in Leberzellen und Metastasenzellen herauszuarbeiten, wurde

auch gesundes Lebergewebe einer Priifung auf ein Vorkommen von MKK4 untersucht.

Es gelang fiir diese Studie, 34 Gewebeproben aus Lebermetastasen kolorektaler Karzinome
zu gewinnen und in Bezug auf die Expression von MKK4 zu untersuchen. Die Gewinnung
der Proben erfolgte zufillig bei den Patienten, die sich im Verlauf der kolorektalen
Tumorbehandlung einer Resektion von Lebermetastasen unterziehen mussten. Nur bei
ausreichend groBBen Metastasen war eine Gewebegewinnung zur Untersuchung im Rahmen
dieser Studie moglich. In 7 Fillen der 34 resezierten Metastasen mussten ausgedehnte
Resektionen der Metastasen mit groBem Sicherheitsabstand erfolgen, hier konnte auch
gesundes Lebergewebe einer Untersuchung zugefiihrt werden. In den anderen Fillen wére
eine Entnahme gesunden Gewebes mit einer erhohten Belastung der Patienten verbunden

gewesen.
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Die Kontrollgruppe mit 11 Proben aus den priméren kolorektalen Karzinomen unterlag in
ihrer Aussagekraft ebenfalls Einschrinkungen durch den geringen Stichprobenumfang. Die
Proben konnten erst einige Zeit nach der Priméroperation fiir die Studie verwendet werden,
da zum Zeitpunkt der Operation noch nicht abzusehen war, welche Patienten zu einem
spiteren Zeitpunkt von einer Metastasenoperation betroffen sein wiirden. Weiterhin gab es
viele Patienten in der Gesamtgruppe, deren Priméroperationen in auswirtigen Kliniken
durchgefiihrt wurde, hier standen keine Gewebeproben fiir eine Untersuchung zur
Verfiigung.

Aufgrund dessen gelang es nur bei 11 der Patienten aus der Gesamtgruppe, die
Primédrtumoren zu untersuchen. Da die Proben bereits histologisch aufgearbeitet waren,
standen sie zum molekularbiologischen Nachweis mittels PCR nicht mehr zur Verfiigung.
Ein MKK4-Nachweis durch immunhistochemische Farbung war jedoch ohne technische
Probleme durchfiihrbar.

Wihrend der Stichprobenumfang der Gesamtgruppe als ausreichend grof8 angesehen
werden konnte, fielen die Umfédnge in den beiden Kontrollgruppen aus besagten Griinden

relativ klein aus.

Die Untersuchung der Bedeutung einer Expression von MKK4 erfolgte anhand prospektiv
erfasster Daten der Tumordatenbank der Klinik fiir Chirurgie. In die statistische
Auswertung einbezogen wurden Daten zu Geschlecht und Alter der Patienten, UICC-
(bzw. TNM-) Stadium bei Erstdiagnose, Art der Operation und Uberlebensstatus.

Aus diesen Daten erfolgte die Berechnung der Mittelwerte, der Medianwerte und der
Standardabweichungen im Vergleich der drei Kollektive, sowie die Berechnung der 3-

Jahresiiberlebensrate (nach Kaplan-Meier, 1958) und der medianen Uberlebenszeit.

In allen drei Gruppen iiberwog das minnliche Geschlecht (Lebermetastasen 62 %,
kolorektale Primirtumore 71 %, Normalgewebe der Leber 64 %). Diese
Geschlechtsverteilung  variierte damit zu der Gesamtheit aller kolorektalen
Karzinompatienten in Deutschland, da insgesamt eine annidhernd geschlechtsneutrale
Inzidenz vorherrscht [24, 34]. Diese Varianz der Studiengruppe von der

Gesamtbevolkerung ist moglicherweise durch einen zu geringen Stichprobenumfang
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bedingt. Die Varianz zwischen den einzelnen Studiengruppen war aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs einer weitergehenden Interpretation nicht zuginglich.

Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei kolorektalen Karzinomen in Deutschland
bei 69 Jahren bei Minnern und 75 Jahren bei Frauen [24]. Hiervon weichen die
Mittelwerte in allen drei untersuchten Gruppen ab (Lebermetastasen: 62,74 J. (s = 10,56
J.), kolorektale Primértumore: 59,64 J. (s = 12,04 J.), Normalgewebe der Leber 63,43 J. (s
= 7,28 J.)). Diese Abweichung ist darauf zuriickzufiihren, dass bei allen Patienten dieser
Studie eine operative Metastasenchirurgie durchgefiihrt wurde, fiir die viele Patienten in

hoherem Alter aufgrund erhdhten Operationsrisikos nicht in Frage kommen.

Entsprechend dem Studiendesign lag bei allen Patienten insgesamt ein metastasiertes
Karzinomgeschehen vor, bei fast 56 % der Patienten (n = 19) bereits zum Zeitpunkt der
Primiroperation. 11 dieser 19 Patienten wurden einem kurativen Operationsansatz
zugefiihrt. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung waren 13 Patienten aus der Gesamtgruppe
verstorben, wobei etwa 77 % der Verstorbenen bereits bei Priméroperation ein
fortgeschrittenes Karzinomleiden mit synchroner Fernmetastasierung aufwiesen.

Erwartungsgemifl zeigte sich insgesamt ein deutlich schlechteres Outcome bei den
fortgeschrittenen Malignompatienten, das sich in den Uberlebensraten widerspiegelte.
Patienten mit Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Priméroperation (Stadium IV nach UICC)
zeigten eine mediane Uberlebenszeit von 41 Monaten, bei zeitlich verzégertem Auftreten

der Metastasen lag diese bei 51 Monaten.

Weiterhin stellte sich ein Unterschied in der 3-Jahres-Uberlebensrate zwischen den
Patienten mit synchroner Lebermetastasierung (Stadium IV nach UICC zum
Diagnosezeitpunkt) von 64 % zu 83 % von denen mit metachroner Metastasierung (Stadien
I-III nach UICC) dar.

Im Vergleich hierzu zeigen sich in der Literatur 5-Jahres-Uberlebensraten von 25-60 %
von Patienten, die eine Leberresektion bei kolorektalen Karzinomen erhielten [2, 20, 54],
abhédngig unter anderem vom diagnostizierten Tumorstadium bei Priméroperation.

Eine Berechnung der 5-Jahres-Uberlebensraten war zum Zeitpunkt der Datenerhebung in
dieser Arbeit nicht moglich und damit kein direkter Vergleich mit den in der Literatur
genannten Daten. Jedoch werden in der Literatur mediane Uberlebenszeiten von 24-40
Monaten angegeben [2], hier zeigten die Daten dieser Studie ein ldngeres medianes

Uberleben (siehe oben).
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Karzinompatienten, die keiner Metastasenoperation zugefiihrt werden kdonnen, weisen in
der Literatur ein erheblich kiirzeres medianes Uberleben von etwa 11 Monaten auf, mit

einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nahezu 0 % [2, 11, 20, 54].

Der Nachweis der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Kinase 4 war mit in der Forschung
bereits etablierten Nachweismethoden moglich [32, 42, 43, 62]. Fiir einen zuverldssigen
molekularbiologischen Nachweis der Kinase in Lebermetastasen sowie im Normalgewebe
der Leber wurde eine Nested-PCR-Methode (siehe 2.2 und 2.3) verwendet, die in Bezug
auf Temperatur und Zyklenzahl speziell auf die verwendeten Primer angepasst wurde. Mit
dieser Methode wurde die transkribierte RNA der Kinase spezifisch aus den
Gewebeproben vervielfdltigt und mittels  Gelelektrophorese anhand einer positiven
Bandenbildung nachgewiesen.

Mogliche Fehlerquellen hierbei bestanden in falsch positiven Ergebnissen durch
Verschmutzung durch Fremd-DNA und falsch negativen Ergebnissen, die vor allem durch
Kettenabbriiche, z. B. durch denaturierte DNA, bzw. RNA verursacht wurden. Um diese
Fehler zu vermeiden, durchliefen, wie bereits oben beschrieben (siehe 2.1.2 und folgende),
in jedem Versuchsdurchlauf spezielle Standards dieselben Prozeduren und dienten als
Kontrollproben. Bei Abweichung vom erwarteten Ergebnis (Positiv-, bzw.
Negativkontrollprobe) wurde der Versuchsdurchlauf als ungiiltig erkldrt und musste
wiederholt werden. Auf diese Weise konnte die Richtigkeit der Ergebnisse in Bezug auf
den MKK4-Nachweis gewdhrleistet werden.

Gleiches galt fiir den immunhistochemischen Nachweis der Kinase in Gewebeschnitten,
auch hier gewihrleisteten Kontrollproben (siehe 2.2.3) die Richtigkeit der durchgefiihrten

Farbungen.

Die Auswertung erfolgte semiquantitativ, unterschieden wurde in der Stidrke des
Nachweises anhand einer definierten Abgleichmethode (0: negativ; 0,5: schwach positiv;
1: positiv; 2: stark positiv). Diese Methode wurde gewdhlt, um mogliche geringe
Unterschiede zwischen den drei Gruppen der untersuchten Proben aufzuzeigen. In der
weiteren statistischen Auswertung wurden diese semiquantitativen Ergebnisse durch

Mittelwerte und Standardabweichung wiedergegeben.
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Insgesamt gelang es mittels Nested-PCR und Immunhistochemie in allen Gewebeproben
aus Lebermetastasen die betreffende RNA bzw. MKK4 selbst nachzuweisen (Mittelwert
0,95; Standardabweichung 0,01). Bei 10 der Proben differierten die Ergebnisse zwischen
Immunhistochemie und PCR-Nachweis in der Stiarke der Positivitit, wobei 4 Proben in der
immunhistochemischen Féarbung als stirker positiv gewertet wurden als im
molekularbiologischen Nachweis, bei 6 Proben war das Ergebnis der PCR stédrker positiv.
Hierbei lag jedoch der Unterschied nur in der Stirke des Nachweises, nicht in dem
Nachweis als solchen. Keine der Proben wies in einem der beiden Nachweismethoden
einen positiven und mittels der anderen Methode einen negativen Nachweis auf. Insgesamt
zeigten sich die verwendeten Methoden geeignet, das Vorkommen von MKK4 in
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome zuverldssig nachzuweisen, der Nachweis zeigte
sich weiterhin positiv fiir alle untersuchten Proben. Damit sind Lebermetastasen

kolorektaler Karzinome als MKK4-positiv anzusehen.

Ebenfalls gelang der Nachweis von MKK4 in kolorektalen Primértumoren zuverldssig mit
der verwendeten immunhistochemischen Féarbung. Jede der 11 untersuchten Proben aus
kolorektalen Primédrtumoren zeigte einen positiven Nachweis von MKK4 (Mittelwert 0,96;
Standardabweichung 0,14). Ein Nachweis der betreffenden Gensequenz mittels PCR
gelang aus technischen Griinden nicht (siehe 2.1), weiterhin fiel der Stichprobenumfang
mit nur 11 Proben gering aus. Daher ist die Aussagekraft dieser Gruppe nur unter

Vorbehalt zu betrachten.

Das in dieser Studie untersuchte Normalgewebe der Leber zeigte sich ebenfalls positiv fiir
MKK4. Hier lag der Mittelwert bei 1,61 mit einer Standardabweichung von 0,56. Dabei
unterschieden sich die Ergebnisse von PCR und immunhistochemischer Farbung. Wihrend
im ersten Verfahren der Mittelwert der Auswertung bei 1,21 lag (Standardabweichung
0,57), lag der Mittelwert bei der Fiarbung bei 2 (Standardabweichung 0), da sich hier alle
Proben als stark positiv fir MKK4 zeigten. Die Varianz zwischen den beiden
Nachweismethoden ldsst sich durch die Enzymaktivitit des Lebergewebes erkldren. Diese
fiihrte innerhalb kiirzester Zeit nach Entnahme des Gewebes zu einer Zerstorung der
Zellintegritdt mit DNA-Denaturierung, ohne jedoch bereits gebildete Kinasen ebenso
schnell zu zerstoren. Obwohl alle Proben nach Gewinnung schnellstmoglich konserviert
wurden, war es im Speziellen das gesunde Lebergewebe, das in der PCR mehrfach nicht

verwertbare Ergebnisse lieferte. Hier mussten 5 von 7 Proben die Versuchsdurchldufe einer
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PCR dreimal durchlaufen, da erst dann ein reproduzierbares Ergebnis vorlag. Unter
Wahrung der bereits geschilderten Qualitdtskontrollen konnen aber beide
Nachweismethoden insgesamt als zuverldssiges Nachweisverfahren fiir MKK4 im

Normalgewebe der Leber angesehen werden.

MKK4 war in dieser Studie positiv in allen untersuchten Proben aus Lebermetastasen. Es
zeigten sich keine Einfliisse auf das Vorkommen durch Geschlecht oder Alter des
Patienten sowie UICC-Stadium. Weiterhin konnten keine Unterschiede zwischen dem
Nachweis der Kinase und dem Outcome bzw. dem Uberleben der Patienten aufgezeigt
werden.

Auch in den untersuchten Proben der Kontrollgruppen der kolorektalen Primértumore und
des Normalgewebes der Leber gab es keine auffilligen Unterschiede in dem Vorkommen
der Kinase in Bezug auf Geschlecht, Alter oder Tumorstadium. Jedoch muss in den
Kontrollgruppen einschriankend beriicksichtigt werden, dass der Probenumfang in beiden
Gruppen gering ausfiel.

Weder im untersuchten Metastasengewebe noch in den betreffenden Primédrtumoren gab es
eine Differenz im Nachweis der Kinase zwischen Proben mit synchronem gegeniiber
metachronem Auftreten der Lebermetastasen.

Eine Untersuchung der Expression von MKK4 in Hinblick auf die Differenzierung des
Primédrtumors war aufgrund fehlender Daten nur in der Gruppe der kolorektalen
Primértumore moglich (siehe 3.1). Von den 7 gut- bis mittelgradig differenzierten (G1 und
G2) Karzinomen zeigte sich bei einer Probe eines mittelgradig differenzierten Karzinoms
ein schwacher Nachweis der Kinase. Die weiteren 6 Proben der Gl- und G2-Tumore
waren ebenso wie die 4 schlecht differenzierten Karzinome positiv fiir den
Kinasennachweis in der Immunhistochemie (siehe 3.3). Diese Daten deuten an, dass eine
MKK4-Expression keinen Einfluss auf die Differenzierung eines kolorektalen Karzinoms
ausiibt, aufgrund des geringen Stichprobenumfangs ist diese Aussage jedoch durch groBere

Fallzahlen zu iiberpriifen.

Im Rahmen des Metastasierungsvorganges eines malignen Tumors kommt es zu einer
Aussaat von Tumorzellen aus dem Primértumor in die Korperfliissigkeiten und zu einem

Transport in entfernte Korperregionen und Organe sowie zu einer Absiedelung von
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Tochtergeschwulsten [1, 5, 41, 49, 62]. Ob eine Tumorzelle diesen Vorgang iiberlebt und
ob eine Ausbildung in einem tumorfremden Organ moglich ist, hdngt von vielen
verschiedenen Zellfunktionen und Interaktionen ab [5, 19, 41, 49]. Neben
Zellmembranmolekiilen und proteolytischen Enzymen erwiesen sich in bisherigen
Untersuchungen auch intrazellulire Signalwege als entscheidend fiir die
Metastasierungsfahigkeit maligner Tumorzellen [5].

Als einer der beteiligten Signalwege ist der stressaktivierte Signalweg (siehe 1.2) bereits in
fritheren Studien untersucht worden. In einer Studie von Vander Griend et al. [55] zeigte
sich in Tierversuchen durch Aktivierung von JNK und p38 in metastatischen
Prostatakarzinomzellen eine Suppression des Metastasenwachstums in der Lunge. Da die
JNK-Signalkaskade aus vielen verschiedenen Aktivierungsschritten mit beteiligten
Mediatoren besteht (siehe Abbildung 1.1) wurden einzelne dieser Mediatoren in
weitergehenden Studien untersucht. Bei der Untersuchung von MKK4 zeigte sich ein
verminderter Nachweis der Kinase in Prostatakarzinomzellen im Vergleich zu gesunden
Zellen der Driise. Weiterhin konnte in den Zellen des Primértumors eine Downregulierung
der Mitogen-activated Proteinkinase Kinase 4 wihrend des Krebsprogresses nachgewiesen
werden [32]. Damit wurde MKK4 als Signalmediator in der JNK-Signalkaskade eine
wichtige Rolle als Tumorsuppressor in Prostatakarzinomen zugewiesen.

Diese Funktion als Tumorsuppressor konnte fiir MKK4 auch in Ovarialkarzinomen
nachgewiesen werden. So zeigte sich in einer Studie von Yamada et al. 2002 [60] ein
signifikanter Riickgang von Metastasenabsiedelungen um fast 90 % bei MKK4-positiven
Ovarialkarzinomen der Maus im Gegensatz zu MKK4-negativen.

Eine dhnliche Wirkung von MKK als moéglicher Tumorsuppressor deutete sich bei ersten
Untersuchungen kolorektaler Karzinome des Menschen an [42]. Mirow et al. untersuchten
79 kolorektale Karzinome, wobei sich 56 als MKK4-positiv und 23 als negativ erwiesen.
Es konnte in der Studie kein Zusammenhang zwischen der MKK4-Expression und dem
Tumorstaging hergestellt werden. Statistisch zeigte sich jedoch eine Tendenz zu einem
verlingerten Uberleben aufgrund eines verlidngerten riickfallfreien Intervalls bei positiver
Expression von MKK4 [42]. Hier muss ergidnzend gesagt werden, dass es sich um
vorldufige Ergebnisse einer noch laufenden Studie handelt. In der Literatur sind bisher
keine weiteren Studien beschrieben, die sich mit der Expression von MKK4 in
kolorektalen Karzinomen und einer moglichen klinischen Relevanz beim Menschen

befassen.
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Der zunichst vermuteten Wirkung von MKK4 bei kolorektalen Karzinomen des Menschen
mit einer aufgezeigten Verbesserung der Prognose bei positiver Expression [42] steht das
hier vorliegende Studienergebnis gegeniiber. In der Untersuchung von Mirow et al. [42]
zeigte sich eine MKK4-Positivitit bei 71 % der untersuchten Proben, 29 % der Proben
waren negativ fiir die Kinase. Bei den 11 in der hier vorliegenden Studie untersuchten
kolorektalen Primirtumoren zeigte sich sowohl eine positive MKK4-Expression als auch
das Auftreten von Lebermetastasen. Es lag keine Probe mit positiver Expression der
Kinase in der Lebermetastase und negativem Nachweis im Primirtumor vor. Es lag auch
weiterhin kein negativer Primédrtumor mit MKK4-positiver Lebermetastase vor. Eine
mogliche Korrelation zwischen MKK4 in kolorektalen Priméirtumoren und der Entstehung
von Lebermetastasen kann daher mit letzter Konsequenz nicht ausgeschlossen werden.
Insgesamt geht ein metastasiertes Karzinomleiden mit einer deutlichen Verschlechterung
der Uberlebenszeit eines Patienten einher [2, 11, 24, 54]. Sollte eine MKK4-Positivitit im
Primédrtumor mit einem erhohten Auftreten von Lebermetastasen einhergehen muss ein
kiirzeres Uberleben der Patienten befiirchtet werden. Somit erscheint das vorliegende
Ergebnis eine gegenteilige Wirkung von MKK4 in kolorektalen Karzinomen im Vergleich
zu der vorhergehenden Untersuchung von Mirow et al. [42] aufzuzeigen. An dieser Stelle
muss jedoch auf die geringe Anzahl der untersuchten kolorektalen Primértumor (n = 11)
eingegangen werden. In Bezug auf die Studie von Mirow et al. [42] ist nicht
ausgeschlossen, dass nur aufgrund des geringen Stichprobenumfangs keine negativen
Priméartumore mit Auftreten von Lebermetastasen nachgewiesen werden konnten. Aus
diesem Grund sollten zur statistischen Kriftigung oder Widerlegung einer Korrelation
zwischen der MKK4-Expression im kolorekalen Primidrtumor und dem Auftreten von
Lebermetastasen weitergehende Studien mit groBerem Stichprobenumfang durchgefiihrt
werden.

Weiterhin zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine positive Expression der Kinase in
allen untersuchten Lebermetastasen. Dieses Ergebnis impliziert, dass im Rahmen einer
Metastasenentstehung in der Leber die Expression von MKK4 im Metastasengewebe eine
wichtige Funktion ausiibt. Auch im normalen Lebergewebe zeigt sich eine Expression von
MKK4, in dieser Studie wichen die Mittelwerte des Nachweises jedoch von denen des
metastatischen Gewebes ab (1,61 Normalgewebe der Leber; 0,95 Lebermetastase). Ob die
Expression im Normalgewebe in direktem Zusammenhang mit der Expression in der

Metastase korreliert, ldsst sich mit dem vorliegenden Studienmodell nicht untersuchen.
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Anhand der hier vorliegenden Daten kann jedoch die Hypothese, dass MKK4 eine
entscheidende Funktion wihrend der kolorektalen Karzinogenese mit h@matogener

Metastasierung zukommen konnte, aufgestellt werden.

Eine mogliche Funktion von MKK4 als pro-onkogenetischer Faktor in der Tumorgenese
ist bereits 2003 in Lungenkrebszellen durch Lee et al. gezeigt worden. Zum Uberleben von
Lungenkrebszellen zeigte sich in Zellversuchen eine funktionierende JNK-Signalkaskade
mit MKK4 als notwendig [35].

Eine pro-onkogenetische Funktion von MKK4 zeigte auch eine Studie von Wang et al. von
2004 [58], die eine Stimulation von Zellwachstum und Invasivitit durch positive
Expression von MKK4 in zuvor negativen Brust- und Pankreaszelllinien nachwiesen.
Weitere Untersuchungen an  Brustkrebszellen zeigten einen Riickgang des
Tumorwachstums nach MKK4-Suppression. Nach erneuter Expression konnte ein weiteres
Tumorwachstum nachgewiesen werden [14, 58].

Auch in Magenkarzinomen konnte durch Wu et al. [37] eine Minderung der riickfallfreien
und Gesamtiiberlebenszeit bei Patienten mit MKK4-positiven Karzinomzellen aufgezeigt
werden. Daraus resultiert fiir MKK4 auch in Magenkarzinomen eine pro-onkogenetische

Funktion.

Im Ganzen gesehen zeigt diese Studie, dass sich primédre Tumorzellen und abgesiedelte
Metastasenzellen kolorektaler Karzinome in ihrer MKK4-Expression nicht unterscheiden.
Zellen kolorektaler Karzinome scheinen bei positiver MKK4-Expression eine
Fernmetastasierung auszubilden und diese Expression auch in den Metastasenzellen
beizubehalten. Somit scheint MKK4 in kolorektalen Karzinomen als Bestandteil der
stressaktivierten Proteinsignalkaskade ein notwendiger Faktor fiir eine Fernmetastasierung
und Absiedelung in anderen Geweben zu sein.

Bezug nehmend auf die Tiermodelle von Yoshida et al. [62], bzw. Yamada et al. [60], die
eine Tumorsuppression nach Transfektion MKK4-kompetenter DNA in zuvor MKK4-
negativen Tumorzellen aufzeigten, wire auch eine dhnliche Untersuchung an kolorektalen
Karzinomzellen denkbar. Hierbei konnte die Hypothese bewiesen werden, dass ein Verlust
der genetischen Sequenz fiir MKK4 in kolorektalen Karzinomen ein Metastasenwachstum
hemmen, bzw. eine Metastasenregression verursachen wiirde. Somit konnte eventuell eine
mogliche pro-onkogenetische Funktion von MKK4 auch in Lebermetastasen kolorektaler

Karzinome bewiesen oder widerlegt werden.
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Auch weitere Metastasierungsorte, wie z. B. Lymphknoten oder die Lunge, konnten im
Rahmen zukiinftiger Studienmodelle in Hinblick auf die MKK4-Expression untersucht

werden.

Die Expression von MKK4 ist ein fiir die Entwicklung der Leber existenziell wichtiger
Faktor. Bereits in fritheren Studien war die Bedeutung der MKK4-Signalkaskade fiir die
normale Entwicklung der Leber anhand von Miuseembryonen untersucht worden [21].
Durch den homozygoten Verlust des MKK4-Genlokus trat ein Embryonentod durch
Hémorrhagien und abnormer Leberkonfiguration ein [21].

Auch in der hier vorliegenden Arbeit zeigten sich die Proben aus gesundem Lebergewebe
als positiv fir MKK4 (Mittelwert 1,61; Standardabweichung 0,56), in der
immunhistochemischen Anfiarbung sogar stark positiv (Mittelwert 2; Standardabweichung
0). Im Vergleich hierzu zeigte sich das metastatische Gewebe auch positiv, aber weniger
stark (Mittelwert 0,95; Standardabweichung 0,01). Dieser Unterschied ist ein Anhaltspunkt
dafiir, dass sich Lebergewebe in Bezug auf die Expression von MKK4 von metastatischem
Gewebe durch kolorektale Karzinome unterscheidet (siehe oben). Zur Bestirkung dieser

Hypothese sind jedoch weitere Studien mit grolerem Stichprobenumfang notwendig.

Dass sich gesunde Hepatozyten in der Regulierung von c-Jun iiber die MKK4-
Signalkaskade von hepatozelluliren Karzinomzellen unterscheiden, zeigte bereits 2002
eine experimentelle Arbeit von Comodo et al. [10]. Hier konnte sogar ein Riickgang der
Proliferation von Zellformationen hepatozelluldrer Karzinome durch Aktivierung der JNK-
Signalkaskade nachgewiesen werden [10].

Unter der Annahme, dass sowohl die an Médusen nachgewiesenen Ergebnisse [21] bzw. die
in-vitro Zellmodelle [10] auf die humane Karzinogenese iibertragbar sind, resultiert hieraus
die Hypothese, dass auch wihrend der humanen Karzinomentstehung und -proliferation in
der Leber Anderungen in der JNK-Aktivierung entstehen. Inwieweit eine Anderung der
MKK4-Expression diese Anderungen der JNK-Aktivierung bedingt, muss in weiteren
Studien untersucht werden. Weiterhin ist fraglich, ob diese Mechanismen auch auf die

Metastasenentstehung iibertragbar sind.
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Ziel dieser Arbeit war es, die Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4 in
Lebermetastasen kolorektaler Karzinome nachzuweisen und eine klinische Bedeutung
einer Expression anhand prospektiver Datenerhebung aufzuzeigen. Weiterhin sollte
iiberpriift werden, ob Tumorzellen im Laufe ihrer Absiedelung Anderungen in der MKK4-
Expression aufweisen und ob sich Metastasenzellen iiberhaupt von den in Vorstudien als
MKK4-positiv nachgewiesenen Leberzellen unterscheiden.

Zum Nachweis von MKK4 in Lebermetastasen kolorektaler Karzinome haben sich sowohl
die Nested-PCR, als auch die verwendete immunhistochemische Firbemethode als
zuverldssig erwiesen. Beide Verfahren sind ebenso fiir den MKK4-Nachweis in gesundem
Lebergewebe geeignet, das immunhistochemische Nachweisverfahren konnte erfolgreich

auch fiir kolorektales Karzinomgewebe angewendet werden.

Die untersuchten Metastasenzellen kolorektaler Karzinome zeigten sich ohne Ausnahme
als positiv fiir die Kinase. Auswirkungen der Expression von MKK4 in den Metastasen auf
die Prognose der Patienten konnte nicht aufgezeigt werden. Es gab keine Abhédngigkeit von
Geschlecht oder Alter der betroffenen Patienten. Weiterhin zeigten sich keine Unterschiede
in Bezug auf das bei Erstdiagnose vorliegende Tumorstadium oder den
Differenzierungsgrad des Karzinoms.

Festgestellt werden konnte auch, dass sich die Primdrtumoren in ihrer Expression von
MKK4 nicht von Metastasenzellen unterscheiden. Alle untersuchten kolorektalen
Karzinomzellen waren positiv fiir MKK4, weiterhin lagen bei den betreffenden Patienten
Lebermetastasen vor. Die positive Expression von MKK4 konnte damit ein entscheidender
Faktor fiir eine hdmatogene Metastasierung sein, auBlerdem deutete sich an, dass
Karzinomzellen die positive Expression von MKK4 wihrend des Metastasierungsvorgang
beibehalten. Damit konnte MKK4 eine wichtige Bedeutung im Rahmen des
Metastasierungsprozesses bei kolorektalen Karzinomen zukommen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich Metastasenzellen vom gesunden Lebergewebe
im Nachweis der untersuchten Kinase unterscheiden, wenn auch nur geringfiigig.
Insgesamt sind diese Zusammenhiénge jedoch in weiteren Studien mit gro3eren Fallzahlen
einer weiteren Priifung zu unterziehen. Sollten sich die aufgestellten Hypothesen hierbei
bewahrheiten, konnte die Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase 4 in kolorektalen
Karzinomen einen wichtigen Prognoseparameter in Bezug auf die Metastasierungstendenz

unabhingig vom klinischen Tumorstadium darstellen.
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5. Zusammenfassung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, ein geeignetes Nachweisverfahren fiir die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase Kinase 4 in Lebermetastasen kolorektaler Karzinome beim
Menschen zu etablieren und eine klinische Bedeutung der Expression anhand einer pro-
spektiven Datenbank der Klinik fiir Chirurgie des Universitdtsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Liibeck, zu untersuchen. Weiterhin sollten zur Untersuchung der
Funktion von MKK4 wihrend des Metastasierungsvorgangs auch primire kolorektale
Karzinome den Nachweisverfahren unterzogen werden.

Es gelang, 34 Proben aus Lebermetastasen kolorektaler Karzinome mittels Nested-PCR
und immunhistochemischer Firbung einem semiquantitativen MKK4-Nachweis zu
unterziehen. 11 Proben kolorektaler Primédrtumore der Patienten aus dem Metastasen-
kollektiv konnten ebenfalls mittels immunhistochemischer Firbung einem MKK4-
Nachweis unterzogen werden. Zum Vergleich der metastatischen Leberzellen mit
gesunden Zellen diente eine Kontrollgruppe mit 7 Proben aus Normalgewebe der Leber.

Es konnte in dieser Studie ein zuverldssiges Nachweisverfahren fiir MKK4 sowohl in
Lebergeweben aus auch in kolorektalen Karzinomzellen etabliert werden. Insgesamt
zeigten sich alle Proben der drei Gruppen positiv fiir MKK4, es waren keine Unterschiede
im Nachweis zwischen den Proben der Lebermetastasen (Mittelwert 0,95; s = 0,01) und
den kolorektalen Primdrtumoren (Mittelwert 0,96; s = 0,14) aufweisbar. Zwischen dem
Normalgewebe der Leber (Mittelwert 1,61; s = 0,56) und den Metastasenzellen konnte ein
Unterschied in Bezug auf die Stirke der MKK4-Expression gezeigt werden.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass alle Lebermetastasenzellen kolorektaler
Karzinome positiv fiir MKK4 sind, es zeigte sich keine Abhédngigkeit von Geschlecht oder
Alter der Patienten, vom Tumorstadium oder Tumorgrading der Primartumore. MKK4-
positive Tumorzellen kolorektaler Karzinome metastasieren in die Leber und verlieren
auch wihrend des Metastasierungsprozesses nicht die Expressionsfihigkeit fir MKK4.
Damit konnte MKK4 eine wichtige Funktion in der Entwicklung von Lebermetastasen
kolorektaler Karzinome zukommen und einen moglichen prognostischen Faktor
unabhingig vom Tumorstadium darstellen.

Weitere Untersuchungen mit groBeren Fallzahlen sind jedoch notwendig, um diese

Hypothese zu bestirken.
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7. Anhang

7.1 Materialliste

Die nachfolgende Tabelle (Tabelle 7.1) bietet einen erginzenden Uberblick iiber
verwendete Materialien. Weitere in 2.1 und 2.2 erwéhnte Gerite gehoren zum dauerhaften
Inventar des chirurgischen Forschungslabors der Universitit zu Liibeck und sind in den

dortigen Inventarlisten zu finden.

Geriite Firma Ort Land
Biofuge 22 R Heraeus Hanau D
Cyclone 25 PEQLAB Biotechnology  [Erlangen D
Feinwaage Mettler PC 400 Mettler-Toledo Giessen D
Horizontal Elektrophoresekammer Frobel 'Wasserburg am Bodensee D
Magnetrithrer IKA-Combimag RCT Jahnke & Kunkel Staufen D
Mikroskop Axioplan Zeiss Jena D
Mikroskop Axiovert Zeiss Jena D
Nadeldrucker Citizen 120D Citizen Feltham GB
Photodokumentationsanlage Mitsubishi Ratingen D
Primus PCR-Thermo-Cycler 96plus MWG Biotech Ebersberg D
Spektrophotometer DU 640 Beckmann-Coulter Fullerton USA
Sterilbank Class II Type A/B 3 NUAIRE Plymouth USA
Sterilbank GEALAIRE BSB 4A ICN Eschwege D
Stromgeber E 443 Consort Turnhout B
Thermomixer Compact eppendorf Hamburg D
UltraTurrax IKA Jahnke & Kunkel Staufen D
UV-Schirm Frobel Wasserburg am Bodensee D
UV-Schirm Auswerteeinheit MWG Biotech Ebersberg D
Vortex Genie 2 Scientific Industries New York USA
Enzyme und Kits

Antibody-Dilution Dako-Cytomation Glostrup DK
DNA-Polymerization-Mix Amersham Biosciences New Jersey USA
Envision Protein-Blocking Solution DAKO Glostrup DK
Protein Block Serum-Free Dako-Cytomation Glostrup DK
Ready-To-Go-You-Prime-First-Beads Amersham Biosciences Piscataway USA
Taq-Polymerase Invitrogen Carlsbad USA
Primer und Antikorper

HeLa-S3-Zellen DSMZ GmbH Braunschweig D
MAP-Kinase Antikorper Sigma-Aldrich Miinchen D
Oligo-dT Amersham Biosciences Piscataway USA
Primer MKK4 clla MWG-Biotech Ebersberg D
Primer MKK4 cl2s MWG-Biotech Ebersberg D
Primer MKK4 s/a MWG-Biotech Ebersberg D
Primer $2-Mikroglobulin s/a MWG-Biotech Ebersberg D
Rabbit-Immunglobulin (Danish-Whites) DAKO Glostrup DK




Verbrauchsmaterialien Firma Ort Land
Biosphere Filtertips  0,5-10 ul Sarstedt Niirnbrecht D
Biosphere Filtertips 10-100 pl Sarstedt Niirnbrecht D
Biosphere Filtertips 100-1000 pl Sarstedt Niirnbrecht D
Cryo Vials 2ml Greiner bio-one Frickenhausen D
Deckglidschen ‘Wenzel Dilsberg D
Eppendorfcups eppendorf Hamburg D
Faltenfilter 595 1/2 Schleicher & Schuell Dassel D
Fettstift DAKO Glostrup DK
KIMWIPES Prizisionstiicher Kimberly-Clark Mainz D
Mikrosafety Rohrchen Sarstedt Niirnbrecht D
Mikroschraubrohre 1,5ml Sarstedt Niirnbrecht D
Objekttrager SuperFrost® Plus Menzel Braunschweig D
PCR-Cups Greiner bio-one Frickenhausen D
Pipette  10-100 pl eppendorf Hamburg D
Pipette 100-100 pl eppendorf Hamburg D
Pipetten 0,5-10 ul eppendorf Hamburg D
Pipettenspitzen eppendorf Hamburg D
PP-Rohrchen steril 15 ml Greiner bio-one Frickenhausen D
PP-Rohrchen steril 5 ml Greiner bio-one Frickenhausen D
PP-Rohrchen steril 50 ml Greiner bio-one Frickenhausen D
Schraubdeckelcups Sarstedt Niirnbrecht D
Chemikalien

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol Sigma-Aldrich Steinheim D
Agarose Lifetechnologies Paisley GB
Aqua ad iniectabilia Delta Select Pfullingen D
Aquatex Merck Darmstadt D
DMSO Merck Darmstadt D
Elektrophorese Standard Roche Grenzach-Wyhlen D
Eukitt Sigma-Aldrich Miinchen D
Paraffin Roche Grenzach-Wyhlen D
SDS Sigma-Aldrich Miinchen D
Ethidiumbromid Roth Karlsruhe D

Chemikalien aus der Apotheke des
Universitéiitsklinikum

Autoklaviertes Aqua

Chloroform

Eosin

Ethanol

Formalin

Himatoxylin

Isopropanol

Millipore-Losung

Stickstoff

Trizol

'Wasserstoffperoxid

Xylol

Eine Genehmigung des Forschungsvorhabens

durch die Ethikkommission der

Medizinischen Fakultit der Universitit zu Liibeck liegt unter dem Aktenzeichen 06-039

vom 27.06.2006 vor (siehe 2.1.2).
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7.2 Losungen und Gemische

Barbitalpuffer:
e (0,1 M Barbital

e pH74

TAE-Puffer :
¢ 40 mMol Tris-Acetat
e 2mMEDTA
e pHS8,3-8,5

Agarosegel-Probenpuffer ( ,,.Schwere Losung™):

e TAE-Puffer mit 50 % (v/v) Glycerin
e 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
* 1 % (w/v) Xylencyanol

Tris-Puffer:

7,5 mM Tris-Base
43,5 mM Tris-HCl
150 mM NaCl

pH 8,0 (7,4-7,6)

Citratpuffer :
¢ 100 mM Zitratmonohydrat

e 110 mM Natriumcitrat
e pH6,0




7.3 MKK4-Gensequenz

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

ctcccaacaa
agcggcaccc
cagggtaaac
aggtttactc
acacacagca
actgcagagg
aaaatggtcc
gatgaaaaag
tgcccataca
atggaactca
gatgttattc
cacttaaaag
gacagaagtg
attgccaaga
agcgcatcac
tatgagttgg
acacaagtcg
ccgagtttca
tataaagagc
gcatgctatg
gtcgattgat
taaagaattt
aagattggtg
gtaatacctg
tgtgatgaac
gatcacatct
ttttgtcaga
gaaactcggg
ctgggagaca
ttctgttgct
gtttgaaata
aaagaggtga
tcctattttt
aagaattttt
ccaccaggac
tagtatttta
tactttagcc
gattagataa
catcactggt
gctatgtgac
agttagcagg
gtttaaaagg
ttctagagac
gctagaacct
acaaaaagca
tcttcactta
accttaggct
aaaacagtca
tgctgtgtct
tgctgtttaa
tacttgcctc
ttctgaaagg
tgctccecggg
atagggtcac
aatctgaccg
tagattatta
aacaaaaggg
gctctggtta
gtgcagggat
tggagctttg

tggcggctcc
ccggccccgt
gcaaagcact
tgaatcccaa
ttgagtcatc
acttgaaaga
acaaaccaag
aacaaaaaca
ttgttcagtt
tgtctacctc
cagaagaaat
aaaacttgaa
gaaatattaa
caagagatgc
gacaaggata
ccacaggccg
tgaaaggaga
tcaactttgt
ttctgaaaca
tttgtaaaat
atcgctgcta
tcatcccgta
ttcgtttcca
attgatcaca
atattcatga
taaattcatt
cttccaaatc
cttgagtgag
aaggaggaat
ttacagttac
tcatgttaaa
acattaaaat
caatgggaag
cattctcaga
tgaaagaaga
tctggaacaa
atcataactc
agatttctag
ccaggtcttc
ttgcgcttaa
gatgttcctt
ctaagaatag
acattggacc
ctcgtagtcc
aaacaaaacc
cccattagcc
ttgtatgaca
tggcctgaga
cctctcagag
agtcacatcc
atttccctat
agacattgct
gactcaagag
tttgccatta
ttctattgtg
taaactataa
tgtatagtgt
tttttctett
attgccttat
gaatatttta

gagcccgagce
agggtccccg
gaagttgaat
tcctacagga
aggaaaactg
ccttggagaa
tgggcaaata
acttcttatg
ttatggtgca
gtttgataag
tttaggcaaa
aattattcac
gctctgtgac
tggctgtagg
tgatgtccgce
atttccttat
tcctceccgecag
caacttgtgc
tccectttatt
cctggatcaa
catcagactc
tcacagtgtt
tcatgtctgt
cagtgttagt
aatgtggaag
tctagactca
ctggaaggac
aagagcttgc
ttactttctt
agttgatgtt
ttagaatgaa
atagagacag
actcaggagt
attcggtgtg
aaacagtaca
cttgtagcag
actaacaggg
taggcagcaa
agtttccgaa
tccaatattt
accgaggatt
tggggcccaa
agatgaggat
atcaccattt
ctcagcactg
aggttctcat
gtgaagcagc
tgcaggtgat
tgacagtcat
ctgtaaattg
cttctccccce
ctatgtctgce
gaatctgttt
tgcaaatgga
tggatgacca
acttaagggc
tcacaaactg
gtaccataga
ttgtctgtaa
tcctgtatte

ggcggcggcyg
gcgccaggcc
tttgcaaatc
gttcaaaacc
aagatctccc
attggacgag
atggcagtta
gatttggatg
ctcttcagag
ttttacaaat
atcactttag
agagatatca
ttcggcatca
ccatacatgg
tctgatgtct
ccaaagtgga
ctgagtaatt
cttacgaagg
ttgatgtatg
atgccagcta
tagaaaaaag
tttattgctc
atactcctgt
gctggtcaga
tcagtacgat
aaacctggag
acagtgatga
acagccaacg
caccaagtgc
tggggatcga
tttatcttta
gacagaatgt
ctgccacttg
ctgccaactt
gaaggcaaag
ctatatattt
agaagtagct
aagaccaaat
tctctttcce
tgcctttttt
tttaaccccc
ccgatgtggt
ccgaaacggc
cttggcattg
ttacaagagg
taggttttgc
actgtgagtg
gccattacag
aaatactgtc
cagaattcaa
acggtatcct
cttcgaccac
ctctgctgtc
gataaaagca
cataagaagg
aaggagttta
tgaaaatagt
aaaatgtata
aaaatggagc
ttgttt

gctccggggg
acccggccgt
cacctttcaa
cacacataga
ctgaacaaca
gagcttatgg
aaagaattcg
tagtaatgcg
agggtgactg
atgtatatag
caactgtgaa
aaccttccaa
gtggacagct
cacctgaaag
ggagtttggg
atagtgtatt
ctgaggaaag
atgaatccaa
aagaacgtgc
ctcccagctce
ggctgagagg
gcccagacac
cacctagaac
gagacctcat
caagttgttg
atgcagctac
atgtactata
agacacattg
aatagattac
tgtgctcagc
ccaaaaacca
gttcttttct
tcaaagaagg
gatgttccac
tttacagatg
ccccttggte
agtagcaatg
ctcagttgtt
ttccecectgtg
ctatatcaaa
aatctctcat
aggtgataaa
agcctttacg
gaattctact
ccatttaagt
ttgggcctcce
gttcaagcac
aaccaaatcg
aaacaataaa
aagtgattat
aaactttaga
agcaagccat
aacttcccat
attctggctg
caattttagt
ttacaatgta
gtaagaactg
aaaattatca
tcagtaacat

cggcagcggce
cagcagcatg
atctacagca
gagactgaga
ctgggatttc
ttctgtcaac
gtcaacagtg
gagtagtgat
ttggatctgt
tgtattagat
agcactaaac
tattcttctg
tgtggactct
aatagaccca
gatcacattg
tgatcaacta
ggaattctcc
aaggccaaag
cgttgaggtc
tcccatgtat
aagcaagacg
catgtgcaat
gtgcatcctt
cctgctcecttt
actgtgatta
tggaatggtg
tctgaacata
ccttctggag
tgatgtgata
caaatttcct
tgttgcgttc
cctctaccag
tgctgatcct
ctgccacaaa
tttttaattc
ccaagcctga
tgccttgatt
tgcttcttgc
gtctattgtc
aaacctttac
aatcgctagt
gaggcatctt
ttcatcacct
ggaaaaaaat
atcttgtgct
ctggcactga
actggaatat
tggcacgtat
gggagaatgg
ctctttgatc
cttcccactg
catcctccat
ctggctcagc
tccaggagct
gtattaatca
tctttattaa
tacattgtga
aaaagctaat
aactgcttct
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