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1. EINLEITUNG

1.1. Hepatozellulares Karzinom (HCC)

Das HCC zahlt weltweit zu den haufigsten malignen Tumoren (Bosch, 1997). Es tritt
beim Mann haufiger als bei der Frau (4:1) auf und verursacht weltweit
schatzungsweise bis zu einer Million Todesfalle pro Jahr (Di Bisceglie et al., 1988).
Das Erkrankungsalter steht im engen Zusammenhang mit dem Lebensraum und den
Lebensbedingungen. In den Entwicklungslandern, in denen das HCC am haufigsten
auftritt, liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter zwischen 20 und 40 Jahre. Die
Gebiete mit der héchsten HCC-Haufigkeit sind Sudostasien sowie groRe Teile des
sudlichen Afrikas. In diesen Gebieten kann die Erkrankungshaufigkeit bei Uber
120/100,000 pro Jahr liegen. Japan, die Lander Sudeuropas (vor allem ltalien und
Spanien) und des Mittleren Ostens sind Gebiete mit intermediarer HCC-Haufigkeit.
Regionen, in denen das HCC selten auftritt, sind die nordlichen Lander Europas, die
USA und Sudamerika, in denen die Rate unter 5/100,000 der Population liegen kann
(Di Bisceglie et al.,, 1988). Neue Studien berichten jedoch uber die wesentliche
Zunahme des HCCs in den USA und in Europa (Taylor-Robinson et al., 1997; El-
Serag und Mason, 1999).

1.2. Atiologie

Das HCC ist einer der wenigen humanen Tumore, bei denen die zugrunde liegende
Atiologie in mehr als 80% der Falle identifiziert werden kann. Es ist hdufig mit
chronischen Lebererkrankungen sowie der Leberzirrhose assoziiert (del Olmo et al.,
1998). Die meisten atiologischen Faktoren, wie die chronische Hepatitis (HBV und
HCV), metabolische Leberkrankheiten (Hamochromatose) und chronischer
Alkoholkonsum koénnen gleichzeitig zur Leberzirrhose fuhren (Tiribelli et al., 1989;
Schirmacher et al., 1993).
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Bei 10-20% der HBV-Infizierten und in ca. 5-10% der Leberzirrhosen entwickelt sich
ein HCC. Bekannte und mdgliche Risikofaktoren des humanen HCCs sind in Tab.1.1.

zusammengefasst.

Tab.1.1. Risikofaktoren des HCCs

1 BEKANNTE RISIKOFAKTOREN
Chronische Hepatitis B Virus (HBV)-Infektion
Chronische Hepatitis C Virus (HCV)-Infektion

Chronischer Alkohol-Abusus

Metabolische Erkrankung: -Alpha-1 Antitrypsin Mangel
-Hemochromatose
Toxine: -Aflatoxin
-Thorotrast

2 Mogliche Cofaktoren
Nikotin
Anabolika

Die haufigsten Risikofaktoren in den Entwicklungslandern, in denen das HCC einen
der haufigsten Krebstypen darstellt, sind chronische Infektionen mit Hepatitis-Viren

bzw. Aflatoxin-kontaminierte Nahrungsmittel.

1.2.1. Virale Infektionen

Virusinfektionen sind als Ursache verschiedener Tumorerkrankungen etabliert.
Speziell in die Hepatokarzinogenese spielen HBV- und HCV-Infektionen eine
bedeutende Rolle. Die chronische HBV-Infektion ist der wichtigste Risikofaktor fur
das HCC (Di Bisceglie et al., 1988) und korreliert eng mit der Entstehung von

primaren Leberzellkarzinomen. Schatzungsweise 70% der HCC sind in den
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Entwicklungslandern mit einer HBV-Infektion korreliert (Wild und Hall, 2000). Das
HBV ist der Hauptvertreter der Hepadnaviren, die eine eigene Familie von DNA-Viren
bilden und sich von den Hepatitis-RNA-Viren unterscheiden. Hepadnaviren ahneln in
vielen Details des Replikationszyklus den Retroviren und haben sich vermutlich aus
den Retroviren entwickelt. Tab. 1.2. zeigt die verschiedenen bekannten Hepadna-
Viren. Drei sind Saugetierviren: Humanes-Hepatitis-B-Virus (HBV) (Galibert et al.,
1979), Erdhdérnchen Hepatitis B-Virus (GSHV) (Marion et al., 1980), Waldmurmeltier
Hepatitis B-Virus (WHV) (Summers et al., 1978) und zwei sind Vogelviren: Enten-
Hepatitis B-Virus (DHBV) (Mason et al., 1980), Reiher Hepatitis B-Virus (HHBV)
(Sprengel et al, 1988). GenomgroRe (3.0-3.3 kb), Genomorganisation,

Replikationszyklus und Gen-Expressionsmuster sind ahnlich.

Tab.1.2. Charakteristische Vertreter der Hepadnaviren

HEPADNAVIREN BEI MENSCHEN BEI TIEREN
Orthohepadnaviren Hepatitis-B-Virus Hepatitis-B-Virus des
(infizieren Saugetiere) (HBV) Erdhérnchens (GSHV)

Hepatitis-B-Virus des

Waldmurmeltieres (WHV)
Avihepadnaviren Enten-Hepatitis-B-Virus (DHBV)
(infizieren Vogel) Reiher-Hepatitis-B-Virus (HHBV)

Die Avihepadnaviren unterscheiden sich von den Orthohepadnaviren dadurch, dass
ein Gen (X-Gen) fehlt, das vermutlich an der Tumorbildung beteiligt ist  (Okuda,
2000). Das Genom des Hepatitis-B-Virus — wie das aller anderen Mitglieder der
Familie — besteht aus einer teilweise doppelstrangigen DNA. Mehrere Subtypen der
humanen HBV sind bekannt; sie sind durch Unterschiede in den viralen
Oberflachenantigene definiert.

Die HCV-Infektion ist zusammem mit der HBV-Infektion der wichtigste Risikofaktor
des HCC. Neue Informationen belegen, dass die chronische Hepatitis C-Infektion bei
20-30% der Patienten zur Zirrhose und bei 1-5% der Patienten zur Entstehung eines
HCC fuahrt (Zeuzem, 2000). Das HCV ist ein RNA-Virus, dessen Genom aus ca.
10.000 Nucleotiden besteht und das zur Familie der Flaviviridae gehért. Dem HCV
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fehlt das Integrationsvermoégen in das Wirtsgenom; HCV (bt sein onkogenes
Potenzial moéglicherweise indirekt aus (Montella et al., 2000). Kurzlich wurde Uber
eine Interaktion des HCV-Core Proteins mit p53 berichtet; wahrscheinlich kann diese
Art von Interaktion die transkriptionelle Aktivitat von p53 wahrend der HCV-Infektion
modulieren und so zur Transformation der infizierten Zellen beitragen (Otsuka et al.,
2000). Aber auch Interaktionen des HCV mit zahlreiche anderen tumorrelevanten

Proteinen konnten in Vitro dargestellt werden.

1.2.2. Aflatoxine

Aflatoxine sind eine Gruppe von vier naturlich vorkommenden Mykotoxinen; das
Aflatoxin B1 wird von Aspergillus flavus produziert, das hauptsachlich in
unsachgemal gelagerten Vorraten an Mais, Getreide und Erdnissen vorkommt.

Zahlreiche epidemiologische Studien belegen einen Zusammenhang zwischen der
Haufigkeit des HCCs und der Hohe der Aflatoxinaufnahme. Experimentelle Modelle
und spezifische Biomarker fur die Aflatoxinaufnahme haben diese Befunde bestatigt
(Jackson und Groopman, 1999; Wild und Turner, 2001). Aflatoxin B1 wurde von
Bressac et al. (1991), Hsu et al. (1991) und Aguilar et al. (1993) als Ursache der G zu
T-Transversion am Codon 249 des p53-Gens beim HCC benannt. Yakicier et al.
(2001) zeigten dem Zusammenhang von homozygoter 16g-Deletion und R249S p53-
Mutation in HCC, bei hoher Aflatoxinsaufnahme der Patienten. Aufgrund dieser
Befunde wird die Aufnahme hoher Aflatoxin B1-Konzentration als ein wichtiger

Risikofaktor fur das HCC angesehen.

1.3. Morphologie

Das Hepatozellulares Karzinom entwickelt sich wie viele andere Tumoren
stufenweise und Uber mehrere Jahre hinweg. Die morphologische Veranderung
wahrend der Hepatokarzinogenese wurde in verschiedenen Tierversuchen
ausfuhrlich studiert (Schirmacher et al., 1991; Pitot, 1994; Sandergen, 1995; Farber,
1996; Grisham, 1997; Bannasch und Schroder, 2002). Im Gegensatz dazu konnte
eine Definition humaner pramaligner Leberlasionen lange Zeit nicht erreicht werden.

Mittlerweile konnte jedoch auch bezlglich humaner pramaligner Leberlasionen ein
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vorlaufiger Konsens erzielt werden. Diesem Konzept folgend sind Dysplastische Foci
(DFs = 0,1 cm) und Dysplastische Knoten (DN, 0,1-2 cm) pramaligne
Vorlauferlasionen (Abb. 1.1), die der HCC-Entwicklung vorausgehen (International
Working Party, 1995; Hirohashi et al., 2000). Daruber hinaus wurden von einigen
Autoren (Kondo et al., 1997) HCCs mit einem Durchmesser kleiner als 2 cm als
Jfrihe® HCCs bezeichnet, um diese von den voll entwickelten HCCs zu
unterscheiden. Beim ,frthen® HCC ist der Tumor normalerweise hoch differenziert,
befindet sich in einer langsamen Wachstumsphase und zeigt oft keine offensichtliche

Invasivitat.
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Abb.1.1: Schematische Darstellung eines morphologischen Konzeptes der schrittweisen humanen
Hepatokarzinogenese (nach Schirmacher et al., 1992b).

Normalerweise entwickelt sich die humane Hepatokarzinogenese auf den
histologischen Boden einer chronischen Lebererkrankungen, meist einer chronischen
Hepatitis. Obwohl einige diese Ereignisse wie z.B. Mutationen von P53 (Bressac et
al.,, 1991; Hsu et al., 1991), RB-1 (Murakami et al., 1991; Walker et al., 1991;
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Nischida et al., 1992), und B-catenin (Marion, 1999), Uberexpression von c-myc,
cyclin D1, IGF-Il, TGF-a. und die Tumorsuppressor-Funktion der Insulin-like growth
factor receptor IGF-II-R (Yamada et al., 1997) in den letzten Jahren geklart wurden,
gibt es noch keine genaue Kenntnis dartber, wie und in welcher Reihenfolge diese
Faktoren auf der molekularen Ebene interagieren. Diese Daten zeigen jedoch, dass
Alterationen mehrere Gene fur den kompletten Prozess der Hepatokarzinogenese
erforderlich sind.

In Abb. 1.2. werden die moglichen funktionellen und morphologischen

Zusammenhange wahrend der mehrstufigen HCC-Entwicklung schematisch

dargestellt.
il . ISNChe 26 Dysplastischer Dysplastisch Metastasierung
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Abb.1.2: Schematische Darstellung der funktionellen und morphologischen Korrelation der Ereignisse

in der humanen Hepatokarzinogenese (nach Schirmacher et al., 1992b).
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1.4. Molekulare Hepatokarzinogenese

Zur vollstandigen malignen Transformation ist die Anhaufung von mehreren
genetischen oder epigenetischen Veranderungen von Genen notwendig, deren
Produkte einen positiven oder negativen regulatorischen Effekt auf die normale
Zellproliferation, Gewebedifferenzierung und Apoptose ausuben koénnen. Diese
molekularen Ereignisse, die mit der mehrstufigen HCC-Entwicklung in Korrelation
stehen, betreffen verschiedene Gruppen von Faktoren (Schirmacher et al., 1993).
Die Aktivierung von zellularen Protoonkogenen, Inaktivierung von Tumor-Suppressor-
Genen, Uberexpression von Wachstumsfaktoren und Telomerase- Aktivierung sind
bei der HCC-Entwicklung wichtige und nachgewiesene Ereignisse.

1.4.1. Aktivierung von Protoonkogenen

Protoonkogene sind zellulare Gene mit normalen Zellfunktionen. Oft haben sie
bedeutende regulatorische Funktionen und Ubernehmen eine wichtige Rolle bei der
interazellularen Signaltransduktion. Verschiedene Alterationen wie Punktmutationen
und Uberexpresionen flihren zur Konstitutiven Deregulation von Protoonnkogenen
und somit zu ihrer protumorigenen Aktivierung.

Mutationen von ras-Gene sind bei Nagern ausfihrlich charakterisiert worden
(Reynolds et al., 1986, 1987). Bisherige Analysen zeigen eine vergleichsweise
seltenes Auftreten von Ras-Gen-Mutationen beim humanen HCC (Geissler et al.,
1997); im Gegensatz dazu wurden Mutationen von ras-Genen (K-Ras) in 66% der
Cholangiozellularen Karzinome (CCCs) nachgewiesen (Tada et al., 1990).

Das c-myc-Protonkogen kann durch Insertion eines Retrovirus, durch
Chromosomentranslokation oder Genamplifikation aktiviert werden. Bei allen drei
moglichen Mechanismen ist die Kontrolle der Expression des c-myc-Protoonkogens
verloren gegangen. Die Uberexpression des c-myc-Gens ist beim Waldmurmeltier
bekannt (Hsu et al., 1988). Im Gegensatz dazu konnte die c-myc-Uberexpression in
humanen HCC bisher nur selten nachgewiesen werden (Geissler et al., 1997).
Beta-Catenin ist als Protein mit der cytoplasmatischen Domane von E-Cadherin
assoziiert. Es Ubernimmt anscheinend zwei unterschiedliche Funktionen. Erstens

spielt es eine entscheidende Rolle bei der Zell- Zell-Adhesion; zweitens ist es eine
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wichtige Komponente des intrazellulare WNT-Signallbertragungsweges. Die
Aktivierung dieses Signalubertragungsweges bewirkt eine interazellulare/unklare -
Catenin-Akkumulation und die transkriptionelle Aktivierung von B-Catenin-abhangige
Zielgenen. Beta-Catenin-Mutationen scheinen ein wichtiger Faktor in der
Hepatokarzinogenese zu sein. Mutationsanalysen zeigten bei 26% der humanen
HCCs onkogene Mutationen in der GSK-3B-Bindungsstelle des B-Catenin-Gens, die

mit einer nuklearen pB-Catenin-Akkumulation einhergehen (de la Caste et al., 1998).

1.4.2. Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen

Tumor-Supressor-Gene sind an der Steuerung des Zellzyklus und an
Transkriptionsvorgangen beteiligt und werden als negativ-regulatorische Zellproteine
bezeichnet (Weinberg, 1991). Die meisten erblichen Tumore werden durch
Stérungen von Tumorsuppressor-Genen verursacht. Sie kontrollieren meist die
Zellproliferation. Wenn ihre Funktion ausfallt, tragt dies zur malignen Transformation
bei. Eine Reihe von Informationen deutet auf die Beteiligung von Tumorsuppressor-
Genen an der Hepatokarzinogenese hin.

P53 ist das Prominenteste Tumorsuppressor-Gen. In mehr als der Halfte der
humanen Krebserkrankungen ist entweder das p53-Gen mutiert oder das P53-
Protein ausgefallen. P53 ist ein nukleares Phosphoprotein. Eine DNA-Schadigung
aktiviert P53, indem seine Konzentration in der Zelle betrachtlich zunimmt. Hierdurch
wird die Apoptose induziert und/oder das Wachstum der Zellen gestoppt. Eine
haufige Beteiligung von p53-Mutationen besonders am Codon 249, wurde bei HCCs
in Zusammenhang mit einer Aflatoxin B1-Belastung nachgewiesen (Bressac et al.,
1991; Hsu et al., 1991).

Das RB-Gen kodiert das nukleares Phosphoprotein pRB (Lee et al., 1987); pRB liegt
wahrend der GO/G1-Phase des Zellzyklus unterphosphoryliert vor und hemmt die
Zellproliferation. Es wird vor dem Eintritt in die S-Phase (G1/S-Ubergang)
phosphoryliert (Weinberg, 1995), dephosphoryliert wird es dann wieder wahrend der
Mitose. Bestimmte virale Tumorantigene, wie SV40-T-Antigen und Adenovirus EIA,
binden sich spezifisch an die nicht phosphorylierte Form von RB; dadurch wird seine
Funktion als negativer Regulator der Zellproliferation inhibiert.

Deletionen im RB-1-Gen scheinen auch die HCC-Entwicklung zu begunstigen, und
sind in einem signifikanten Prozentsatz an HCCs nachweisbar (Murakami et al.,
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1991; Walker et al., 1991; Nischida et al., 1992).

Der IGF-ll/mannose-6 Phosphat Rezeptor (IGF-II/M6PR) bindet sich an den IGF-II,
einen Wachstumsfaktor fur viele Tumoren, und induziert seine Degradation. Bei
einem signifikanten Anteil verschiedener Tumore ist das IGF-II-R entweder mutiert
oder vollig deletiert. Diese Tatsache deutet auf seine aktive Rolle als negativer
Regulator des Zellwachstums hin. Eine Abnahme der IGF-II/M6PR-Expression in den
JEG-3-Zellen verursacht einen Wachstumsvorteil und stimmt insofern mit der
Hypothese Uberein, dass IGF-II-R als ein Inhibitor fur das Tumorwachstum fungiert
(O’Gorman et al., 1999).

Inaktivierende Mutationen des IGF-II-R konnten in einem signifikanten Anteil des

HCCs nachgewiesen werden (Yamada et al., 1997).

1.4.3. Uberexpression von Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind multifunktionale Polypeptide, die den Zytokinen zugeordnet
werden (Aaronson, 1991; Cross und Dexter, 1991). Sie werden von einer Zelle
sezerniert, um auf sie selbst oder andere benachbarte Zelle einzuwirken. Es ist
bekannt, dass die Uberexpression der Wachstumsfaktoren bei der Karzinogenese
haufig zu beobachten ist (Cullen et al., 1991). Der Wachstumsfaktor IGF-Il und der
Wachstumsfaktor TGF-a sind in etwa 30-50% der untersuchten HCCs Uberexprimiert
und Kkorrelieren mit einer vermehrten HCC-Entwicklung und/oder hoher
Tumorproliferation (Derynck et al., 1987; Schirmacher et al., 1992; Nong et al., 1997).
Der Insulin like Growth Factor (IGF)-Il ist ein hepatisch hochexprimierter fetaler
Wachstumsfaktor, der kurz nach der Geburt herunterreguliert wird. IGF-Il wird in
vielen verschiedenen Tierversuchen der Hepatokarzinigenese Uberexprimiert (Fu et
al., 1988; Ueno et al., 1988; Cariani et al., 1991; Schirmacher et al., 1991, 1992;
Yang et al., 1993; Pasquinelli et al., 1994; Casola et al., 1995; Liu et al., 1997; Harris
et al., 1998). Uber seine Uberexpression in HCC-Zelllinen, in mindestens 40% der
humanen HCCs und moglicherweise auch in einzelnen pramalignen Lasionen wurde
mehrfach berichtet (Cariani et al., 1988; D’ Errico et al., 1994; Kulik et al., 1997; Li et
al., 1997; Sohda et al., 1997; Aihara et al., 1998; Ng et al., 1998).

Der Transforming Growth Factor (TGF)-a ist ein kleines Polypeptid-
Wachstumhormon und gehort zur Epidermal Growth Faktor (EGF)-Familie. TGF-a ist

mitogen flr viele Zelltypen, unter anderem auch fur Hepatozyten, und ein wichtiger



Einleitung 18

positiver Wachstumseffektor bei malignen Zellen. Eine Uberexpression von TGF-a
wurde in vielen humanen HCCs und HCC-Zelllinien beobachtet (Derynck et al., 1987;
Yeh et al., 1987; Hsia et al., 1992; Morimitsu et al., 1995).

1.5. Genomische Alterationen

Maligne Tumoren erwerben wahrend ihrer Transformation und Progression oft
multiple chromosomale Mutationen. Die Veranderungen, die ursachlich mit der
neoplastischen Transformation assoziiert sind, kommen fur gewohnlich im
neoplastischen Gewebe vor. Neoplasie-assoziierte Karyotypanomalien korrelieren
nicht selten mit dem histopathologischen Subtyp einer Leukamie oder eines soliden
Tumors und kdénnen deshalb differentialdiagnostische und prognostische
Informationen beinhalten (Mitelman et al., 1997; Grimwade et al., 1998; Ong und Le
Beau 1998). Die Tumorzytogenetik beschaftigt sich mit der Analyse dieser
Karyotypanomalien, die auch die ldentifizierung von Genen unterstitzen kdnnen,
welche ursachlich am neoplastischen Transformationsprozess sowie an der
Progression der Erkrankung beteiligt sind.

Mittels der Komparativen Genomischen Hybridisierung (CGH), einem 1992
beschriebenen Verfahren der molekularen Zytogenetik (Kallioniemi et al., 1992;
Lichter und Cremer, 1992; Du Manoir et al., 1995), ist es erstmals mdglich geworden,
ein gesamtes Testgenom ohne Einsatz der Zellkultur auf chromosomale Imbalancen
hin zu untersuchen. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass mit
unterschiedlichen Fluorochromen markierte Test- und Kontroll-DNA in gleicher
Menge auf normale Referenz-Metaphasenchromosomen unter Suppression der
repetitiven Sequenzen hybridisiert werden (Abb. 1.3). Die Fluoreszenzintensitaten
entlang der Chromosomen werden dann gemessen und ein Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitaten errechnet. Liegen DNA-Segmente der Test-DNA in hdherer
oder niedrigerer Kopienzahl als in der Kontroll-DNA vor, so lasst sich eine starkere,
bzw. schwachere Fluoreszenzintensitat in dem entsprechenden

Chromosomenabschnitt nachweisen.
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CGH-ANALYSE

Referenz-DNA Test-DNA
Isoliert aus dem Blut Isoliert aus der Leber
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Abb.1.3: Schematische Darstellung der CGH-Methode.
Grun markierte Tumor-DNA (Test) und rot markierte Normal-DNA (Referenz) wurden Gleichzeitig auf
normalen Metaphasechromosomen hybridisiert.
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1.5.1. Zytogenetische Analyse der HCCs

Die Analyse der genomischen Alterationen beim HCC basiert entweder auf der CGH-
oder LOH-Analysen. CGH-Analysen wurden in zahlreichen Studien durchgefihrt.
Dabei wurden Uber 600 HCCs analysiert (Kusano et al.,, 1999; Qin et al., 1999;
Sakakura et al., 1999; Marchio et al., 1997, 2000; Wong et al., 1999, 2000; Guan et
al., 2000; Tornillo et al., 2000; Balsara et al., 2001; Collonge-Rame et al., 2001; Rao
et al., 2001; Shiraishi et al., 2001; Wang et al., 2001; Wilkens et al., 2001). Die
unterschiedlichen Studien sind zum grof3en Teil Ubereinstimmend und vergleichbar.
Sie zeigen ein ziemlich klares Bild von haufigen genomischen Alterationen in HCCs.
Die haufigsten genomischen Vermehrungen wurden auf 1q (24-25; 45-80%) und 8q
(21-24; 30-80%) detektiert, indem Verluste meist auf 17p (13; 35-65%), 4q (12-22;
30-50%), 16q (21-23; 30-50%) und 13q (13-14; 20-40%) beobachtet wurden. Zu den
meisten dieser chromosomalen Regionen wurden speziell Tumor-relevanten-Gene
wie p53 (17p), RB-1 (13q), E-cadherin (16q) und c-myc (8q) zugeordnet.

Die Loss Of Heterozygosity (LOH)-Analysen zeigen einen breites Spektrum von
genomischen Alterationen beim HCC. Umfassende Allelotyp-Studien von HCCs
(Nishida et al., 1992; Tsuda et al., 1990; 1992; Nagai et al., 1997; Piao et al., 1998;
Okabe et al., 2000; Laurent-Puig et al., 2001) stimmen im wesentlichen auf haufige
LOHs auf 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, und 17p Uberein. Die verschiedenen Studien sind
jedoch wegen der Verschiedenheit der verwendeten LOH-Marker kaum vergleichbar.
Infolgedessen sind auch die Resultate sehr variabel. AuRerdem werden bei dieser
Technik nur potentielle Tumorsuppressorgen-Loci detektiert. Daher konnten LOH-
Analysen bislang keinen signifikanten Beitrag zur ldentifikation Tumor-relevanter

Gene beim HCC leisten.
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1.6. Problemstellung

Zielsetzung dieser Arbeit war die ldentifizierung chromosomaler Imbalancen in
HCCs. Da Lebertumorzellen nur selten und nur nach Kultivierung zytogenetischen
Analysen zuganglich sind, sollten zunachst mit Hilfe der CGH HCC-spezifische
chromosomale Imbalancen identifiziert werden. Ausschliefend sollte die Validitat der
CGH-Ergebnisse anhand einer unabhangigen Methode (Interphase-FISH-Analyse)
kontrolliert werden.

Ferner sollte ermittelt werden ob auch potentiell pramaligne Leberlasione
(Dysplastische Knoten) bereits Makroimbalancen aufweisen und ob sich diese von
manifestierten HCCs unterscheiden.

Verglichen werden sollten die Ergebnisse beim HCC ferner mit denen der CGH-
Analysen bei einem anderen Primaren malignen Lebertumor, dem intrahepatischen
Cholangiocarzinom (CCC). In Konsequenz sollten damit mogliche Tumortyp-
spezifische oder auch Stadiums-abhangige genomische Alterationen ermittelt

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchsmaterial

Bei den mit der CGH untersuchten HCC-Proben handelte es sich ausschlielRlich um
Frischgewebe (-80° C), das zuvor einer genauen histologischen Analyse unterworfen
wurden.
Histologische Einschlusskriterien waren:

e 290 % Tumoranteil

e definitives HCC

e <10 % Tumornekrose.

Im Gegensatz stammte alle mittels CGH untersuchten Proben von Dysplastischen
Knoten bzw. Cholangiozellularen Karzinomen aus formalinfixierten und
paraffineingebetteten Geweben.

2.2. Isolierung genomischer DNA aus Frischgewebe

Ein 0,5 x 1 x 1 cm grofles Gewebestuck wurde bei -80° C in einem vorgekuhlten
Falcon-Réhrchen mit 5 ml DNA-Isolationspuffer mittels Ultra Turrax (Fabrikat IKA,
Typ 18/19, Staufen) homogenisiert. Nach Zugabe von 5-8 ml (je nach Viskositat)
DNA-Lysepuffer mit 0,5 mg/ml Proteinase K wurde das Homogenisat 1-3 h lang bei
37° C inkubiert.

Die DNA-Aufreinigung erfolgte durch mehrfache Extraktionen (5x) mit Phenol
(gesattigt in 50 mM Tris/HCI, pH 8.0) und Chloroform-Isoamylalkohol 24:1 (Sambrook
et al., 1989). Die gereinigte DNA-LAsung wurde mit 0,3 Vol. 4 M LiCl und 2,5 Vol.
Ethanol (abs.) mindestens 15 min. lang, evtl. auch uber Nacht, bei —20° C gefallt und
bei 4° C und 13000 Upm (SK 15-Zentrifuge, 12145-Rotor, Sigma, St. Louis, MO.,
USA), 15 min. lang zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol bei RT

gewaschen und bei 13000 Upm, in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator
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SVC 100 H, Savant, Farmingdale, NY, USA) getrocknet und schlie3lich in 100-1000
ul TE-Puffer, pH 8.0 geldst.

2.3. Isolierung genomischer DNA aus paraffineingebetteten

Gewebe

Zur Extraktion von DNA aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe wurden
aufgrund der Analyse der entsprechenden Schnittpraparate definierte Gewebeareale
von insgesamt 30-60 jeweils 6 um dicken Schnitten mit 1-2 ml Xylol 10 min. lang bei
37° C deparaffiniert. Nach zweimaliger Wiederholung des
Entparaffinierungsvorganges folgten drei Waschschritte mit Methanol mit einer Dauer
von jeweils 5 min. AnschlieBend wurde das Gewebe in einer Vakuumzentrifuge
(Speed Vac Concentrator SVC 100 H) lyophilisiert. Zur Dissoziation der DNA-
Nukleohiston-Komplexe wurde Lyophilisat mit 1 ml 1M NaSCN Uber Nacht bei 37° C
inkubiert (Speicher et al., 1993). Im Anschlu} wurden die angedauten Proben
zweimal mit 1 ml DNA-Isolation-Puffer bei RT gewaschen. Die nachfolgende
enzymatische Verdauung erfolgte in 1,5 ml DNA-Isolationspuffer mit 0,5 mg/ml
Proteinase K fur 24 h in einem Schuttelwasserbad bei 55° C. Die Inkubation wurde
nach Zugabe von weiteren 0,5 mg/ml Proteinase K fur weitere 24 h fortgesetzt.
Gegebenenfalls wurde die Inkubation durch weitere Zugabe von 0,5 mg/mi
Proteinase K bis zur Gewebsauflosung fortgesetzt (bis zu 72 h). Die DNA wurde
durch mehrfache Phenol-Chloroform-Extraktionen (5x) aufgereinigt und schlie3lich
mit 2 Vol. Isopropanol und 1/20 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5.2) gefallt. Die DNA
wurde, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, gewaschen, getrocknet und anschlief3end in
100-1000 ul TE-Puffer geldst.

2.4. Isolierung genomischer DNA aus Blut-Lymphozyten

Fur die CGH-Experimente wird normale menschliche DNA als Kontroll-DNA benétigt.
Zu diesem Zweck wurde mannliches EDTA-Blut (10 ml) mit 30 ml kaltem Lysepuffer
in einem 50 ml Falcon-Rohrchen gemischt und zwischen 30 min. und 2 h auf Eis
inkubiert. Die Suspension wurde dann 10 min. lang mit 13000 Upm bei 4° C
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zentrifugiert und das Sediment in 10 ml kaltem Lysepuffer resuspendiert und mit
13000 Upm bei 4° C 10 min. lang zentrifugiert. Nach Wiederholung des
Waschvorganges mit dem Lysepuffer wurde das Sediment in 5 ml SE-Puffer
vollstandig resuspendiert. Nach Zugabe von 3-5 ul Proteinase K (50 mg/ml) und 250
ul einer 20% SDS-LAsung wurde die Suspension 3 h lang (evtl. Gber Nacht) bei 55° C
inkubiert. Dann wurden der Suspension 1,5 ml einer gesattigten NaCl-Losung
zugegeben und das ganze gemischt (15 sec, Vortex Genie 2, Bender u. Hobein,
Zurich, Schweiz), 20 min. mit 4000 Upm bei RT abzentrifugiert und anschlieRend die
DNA durch Zugabe von 2,5 Vol. absoluten Ethanols ausgefallt. Die DNA wurde, wie
in Kapitel 2.2. beschrieben, gewaschen, getrocknet und anschlieRend in 50 ul 10x
TE-Puffer gelost.

2.5. Herstellung von Metaphasepraparaten

Metaphasepraparate werden aus den Blut-Lymphozyten eines normalen mannlichen
Individuums gewonnen. Zu diesem Zweck wurden zu 5 ml einer Lymphozytenkultur-
Lésung 300 pl PHA (Phytohamagglutinin, Gibco BRL, Eggenstein), 200 ul PWM
(Pokeweed Mitogen, Gibco BRL) und 5-10 Tropfen Blut zugegeben und flir 72 h bei
37° C im CO, Brutschrank inkubiert.

Lymphozytenkultur-Ansatz Volumen
McCoy ‘s 5a Medium (GibCO)  .....uiiiiiiiiiiiiiii 500 ml
[ (ST (€11 o oo ) P 100 ml
Antibiotikum (GIDCO) oo 5 mi
Bicarbonat (Gibco) . 6 ml

Nach Zugabe von 140 ul Colcemid (10 pg/ml) und Inkubation far 30 min. bei 37° C
wurde der Ansatz bei 1500 Upm zentrifugiert und das Pellet in 4 ml warmer (37° C),
hypotoner, 0,56%iger KCI-Lésung resuspendiert. Die ersten Milliliter der KCI-Lésung
wurden tropfenweise zugegeben. Nach 15-minutiger Inkubation bei 37° C wurden die
Zellen erneut bei 1200 Upm fiir 10 min. zentrifugiert; der Uberstand wurde verworfen

und die Zellen wurden im verbliebenen Rest des Mediums resuspendiert. Zur
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Fixation der Zellen wurde im Anschluss in die Kulturrohrchen bis zu 6 ml eines
eiskalten Fixans (Methanol/Eisessig 3:1), dabei die ersten Milliliter tropfenweise,
hinzugegeben und 10 min. bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation mit 1200 Upm
bei 4° C fur 10 min. wurde der Uberstand verworfen und dieser Fixierungsschritt
funfmal wiederholt. Die Zellsuspension konnte fur mehrere Monate bei -20° C
gelagert werden.

Zur Herstellung der Metaphasenprapate wurde die Zellsuspension 10 min. bei RT
und 1200 Upm zentrifugiert; der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in
ca. 10-15 Tropfen Fixans aufgenommen. Die Objekttrager wurden uUber Nacht in
100% Ethanol inkubiert, luftgetrocknet und in Fixans getaucht. Auf feuchte
Objekttrager wurde ein Tropfen Zellsuspension aufgetropft und mit zwei Tropfen
Fixans fixiert. Die Objekttrager wurden anschlielend uber einem offenem 50° C
warmen Wasserbad langsam getrocknet und Uber Nacht bei 60° C inkubiert. Die

Aufbewahrung der Praparate erfolgt in 100% Ethanol bei -20° C.

2.6. Giemsa-Farbung

FiUr die Giemsa-Farbung wurde das gemal 2.5. hergestellte Chromosomenpraparat
in Trypsin-Losung (1 ml Trypsin in 99 ml 1 N NaCl-Lésung) 1-1,5 min. inkubiert und
nachfolgend in 1 N NaCl-Losung abgespult. Danach wurde der Objekttrager einige
Sekunden in der Luft geschwenkt und 10 min. in 6% Giemsa-Lésung gefarbt.
AnschlielRend wurde das Praparat in destilliertem Wasser gesplilt, getrocknet und mit
Eukitt (Amersham, Freiburg) eingedeckt. Falls die Chromosomen nur homogen
gefarbt waren, wurde die Trypsinbehandlung verlangert. Bei blasig aufgequollenen
Chromosomen wurde die Behandlung mit Trypsin verklrzt. Bei zu blasser Farbung

wurde die Farbezeit verlangert (Vogel und Speit, 1985)
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2.7. Komparative Genomische Hybridisierung (CGH)

Die CGH erlaubt die Untersuchung der DNA von spezieskonformer oder —naher
Herkunft auf chromosomale Zugewinne und/oder Verluste in Bezug zu normaler
DNA. Es wurden Metaphase-Chromosomen aus Blutlymphozyten eines gesunden
Probanden als Hybridisierungsgrundlage verwendet. Nach Hybridisierung gleicher
Mengen der unterschiedlich markierten Test- und Kontroll-DNAs (1 pg) auf diesen
Chromosomen folgten stringente Waschschritte und die Detektion (Lichter et al.,
1994).

2.8. DNA-Markierung durch Nick-Translation

Zur Markierung der Test- (HCC-) und Kontroll-DNA wurde die Nick-Translations-
Methode (Rigby et al., 1977; Langer et al., 1981 ) verwendet. Die dUTP gebundene
Haptene (Biotin-11-dUTP, bzw. Digoxigenin-11-dUTP) wurden als Reportermolekule
in die Test- bzw. Kontroll-DNA eingebaut. Hierzu wurde ein Nick-Translation-Kit
(Vysis, Downers Grove, IL USA) verwendet. Zu einem Reaktionsansatz von 50 pl
wurde 1 pg der Test- bzw. Kontroll-DNA hinzugegeben und 2 h lang bei 15° C
inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde der Ansatz 10 min. bei 70° C im
Wasserbad inkubiert. Die Nick-Translation fur indirekt markierte Sonden wurden wie

folgt angesetzt:

Ansatz fir Biotin-11-dUTP

Volumen Konzentration in Reaktion
X DNA e 1 ug

XuldHz0 e Reaktionsgesamtvolumen: 50 pl

5 ul 10X Puffer oo 50 mM Tris-HCI pH 7.2,

10 mM MgSQOy4, 1 mM DTT
10 ul dNTP-Mix je 0,1 mM ohne dTTP ......cccoiiiiiinnneen. jeweils 0,02 mM

6,66 ul 0,1 MM ATTP 0,013 mM
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1,11 pul 0,3 mM Biotin-11-dUTP ...

10 ul Enzymmix

27

0,0067 mM

DNA Polymerase | und DNase | in
unbekannter Zusammensetzung,

10% Glycerol, 10 mM Tris HCI pH7.2,

2 mM MgSQy, 0,02 mM DTT,

0,1 mg/ml BSA

Ansatz fur Digoxigenin-11-dUTP

Volumen

XHIDNA oo
D QTIE: = o TS

S 10X PUffer ..o

10 pl ANTP-Mix je 0,1 mM ohne dTTP

6,66 Wl 0,1 MM ATTP ..,
3,33 pl 1:10 mit TE verdunntes Digoxigenin-11-dUTP

10 wl Enzymmix e,

lin

Konzentration in Reaktion

1 pug
Reaktionsgesamtvolumen: 50 pl
50 mM Tris-HCI pH 7.2,
10 mM MgSO,, 1 mM DTT
jeweils 0,02 mM
0,013 mM
0,0067 mM
DNA Polymerase | und DNase
unbekannter Zusammensetzung,
10% Glycerol, 10 mM Tris HCI pH7.2,
2 mM MgSQ,, 0,02 mM DTT,

0,1 mg/ml BSA

Die Kontrolle der Nick-Translations-Reaktion erfolgte in 1%igen TBE-Agarosegelen.

FUr den Einsatz in der CGH hat sich eine Fragmentlange der markierten DNA

zwischen 200-1000 bp als optimal erwiesen (Kallioniemi et al., 1994). Bei geeigneter

Fragmentlange der markierten DNA wurde die Nick-Translations-Reaktion durch

Zugabe der Stoplésung beendet.

Fur die Markierung der DNA aus Dysplastischen Knoten und Cholangiozellularen

Karzinomen wurde die direkte Markierungsmethode verwendet, indem Spectrum
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Red-dUTP bzw. Spectrum Green-dUTP (Vysis; Zusammenstellung nicht publiziert)
als Reportermolekile in die Kontroll- bzw. Test-DNA eingebaut wurden. Dabei sind

die dUTP-Molekule direkt an Fluoreszenz-Farbstoffe gekoppelt.

2.9. Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in 1%igen

vertikalen Agarosegelen. Als Laufpuffer diente 1 x TBE und als Molekulargewichts-
standard dienten die Molekulargewichtsmarker II, III und VI (Boehringer Mannheim,
Mannheim). Die DNA-Langenstandards 11 und III entsprechen der DNA des Phagen
Lambda nach Hydrolyse mit dem Restriktionsenzym Hindlll bzw. den
Restriktionsenzymen Hind//l und EcoR1. Der DNA-Langenstandard VI entspricht
dem Produkt des Plasmids pBR328 nach Hydrolyse mit den Restriktionsenzymen
Bgl/und Hinfl. Die Agarosegele wurden in einer Ethidiumbromid-Lésung (5 ug/ml in 1
x E-Puffer) gefarbt. Die Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe des , Gel Imaging
Systems* der Firma Cybertech (Berlin).

2.10. Dot-Blot

Von der biotinylierten Test-DNA und von der Dioxigenin-markierten Referenz-DNA
wurden Verdinnungsreihen im DNA-Verdunnungspuffer hergestellt (1:100, 1:1000,
1:10000), entsprechend den Konzentrationen (2 ng/ul, 0,2 ng/ul, 20 pg/ul und 2 pg/ul)
wird ein Mikroliter der entsprechenden Verdinnung auf einen Nitrozellulose-Fillter
aufgetragen und 1 h im Trockenschrank bei 80° C inkubiert. Danach erfolgt das
Aquilibrieren des Filters fiir 1 min. im AP1-Puffer bei RT. Der Filter wurde nach 10-
minutiger Blockierung mit dem AP2-Puffer bei RT fur weitere 10 min. mit Konjugaten
der alkalischen Phosphatase inkubiert. Der Filter wurde erst zweimal je 3 min. in
AP1-Puffer und dann dreimal je 3 min. in dem AP3-Puffer auf einem Schuttler
gewaschen. Anschlieliend wurden 10 ml NBT/BCIP-Lésung (NBT/BCIP-Farbeldsung
Stable Mix, Gibco BRL) auf den Filter gegeben und bis zu 1 h lang entwickelt. Zum
Beenden der enzymatischen Reaktion wurde der Filter mit TE-Puffer gewaschen. Fur
eine in der CGH auswertbare Markierung sollten die Indigo-Farbstoffniederschlage
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bei der Test-DNA bei einer DNA-Menge von 2 pg und bei der Referenz-DNA bei

einer DNA-Menge von 20 pg erkennbar sein.

2.11. Denaturierung chromosomaler DNA

Die Denaturierung der DNA der Metaphasenchromosomen erfolgte fur 1 min. in 0.07
M NaOH (Hankeln und Schmidt, 1987; Schmidt ,1992).

2.12. Hybridisierung

20 pl Digoxigenin-11-dUTP markierte Kontroll-DNA (400 ng), 20 pl Biotin-11-dUTP
markierte Test-DNA (400 ng) und 30 ul unmarkierter cot1-DNA (30 pg) wurden mit
1/10 Vol. 3 M Natriumacetat (5,5 ul) und 2,545 Vol. Ethanol (154 pl) durchgemischt
und mindestens 30 min. (evtl. Uber Nacht) bei —20° C inkubiert. Nach 30-minutiger
Zentrifugation bei 13000 Upm und 4° C wurde das DNA-Pellet zweimal mit 70%
Ethanol bei 13000 Upm 20 min. gewaschen und in einer Vakuumzentrifuge bei 4° C
15 min. lang getrocknet. Anschlielend wurde das DNA-Pellet in 12 pl 100%igem
deionisiertem Foramid 30 min. bei 37° C inkubiert. Nach Durchmischung der Probe
mit 12 pl Mastermix (4x SSC, 20% Dextransulfat) und weiterer 15-minutiger
Inkubation bei 37° C wurde die DNA-L6sung durch 10 mindtige Inkubation bei 73° C
denaturiert. Anschlie®end wurde der Hybridisierungsmix zum ,Preanneling” flr zwei
bis vier Stunden in einem Wasserbad bei 37° C inkubiert. Im Anschluss daran wurde
12 ul Hybridisierungsmix auf vorbehandelte Chromosomen-Praparate aufgebracht
und mit einem Deckglas abgedeckt. Die CGH-Hybridisierung erfolgte durch eine 72-
stiindige Inkubation der Chromosomenpraparate bei 37° C in einer feuchten
Kammer.

2.13. Nachweis der Reportermolekiile

Der dreimaligen Inkubation fur je 5 min. mit einer 45° C warmen L6sung aus 50%
Formamid, 2x SSC schloss sich noch ein Waschschritt fur je dreimal 5 min. mit 0,1 x

SSC bei 60° C an. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen vor dem
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Nachweis wurden die Praparate mit 200 ul Blockierungslosung (3% BSA in 4x SSC
und 0,1% Tween-20) bedeckt, mit einem 22 x 60 mm grofRen Deckglas versehen und
bei 37° C 30 min. lang in einer feuchten Kammer inkubiert. Fir den Nachweis der
biotinylierten Test-DNA und der digoxigeninmarkierten Kontroll-DNA wurde auf jedes

Praparat 125 ul Detektionsldsung, die Fluoreszein- Avidin-dcs (FITC) 1mg/ml (Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA)) und anti-Dig-Rhodamin (TRITC) 200ug/mi
(Boehringer Mannheim) enthielt, aufgebracht und 30 min. bei 37° C inkubiert. Danach
schlossen sich drei finfminutige Waschschritte mit 4x SSC / 0,1% Tween 20 bei 45°
C an.

Um eine spatere Identifizierung der Metaphasenchromosomen zu ermdglichen,
erfolgte eine Gegenfarbung der Chromosomen mit DAPI (2,4 Diamino-
Phenylindol)/Antifade (Oncor, Gaithersburg, USA, Zusammenstellung vom Hersteller
nicht publiziert).

Die Bildaufnahme der hybridisieten Metaphasen erfolgte nacheinander bei
unterschiedlichen Anregungswellenlangen.

FLUOROCHROM ANREGUNGSWELLENLANGE = EMISSIONSWELLENLANGE

INM] [NM]
TRITC 570 610
FITC 495 530

DAPI 400 460
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2.14. Bilddokumentation

Die Praparate wurden unter einem Forschungsmikroskop (Leica DM RBE mit 63 x
Plan APO und 100 x Fluoreszenz-Objektiven, 100 W Ouecksilberdampf-UV-Lampe
OSRAM HBO 100/W) beurteilt. Um die einzelnen Fluoreszenzfarbungen sichtbar zu
machen, wurde ein spezielles Set mit drei Filtern (DAPI, FITC und TRITC)
verwendet. Von jeder ausgewahlten Metaphase wurden Uber spezifische Filter mit
einer gekuhlten hochauflosender KOHU, 265-Graustufen CCD- (Charge Coupled
Dreice) Videokamera mit der Fahigkeit zur Langzeit-Integration Grauwertbilder flr
jedes Fluorochrom einzeln aufgenommen und auf den angeschlossenen Computer
ubertragen. Mit Hilfe der Bildauswertungssoftware (Cytovision, Applied Imaging,
Santa Clara, Calif., USA) wurden die drei zu einer Metaphase gehdrenden
Einzelbilder im TIFF-Format abgespeichert. Pro ausgewertetem Praparat wurden
zwischen 10 bis 15 Metaphasen auf die oben beschriebene Weise aufgenommen.
Bei der Auswahl der Metaphasen wurden folgende Kriterien berucksichtigt:

e Auswahl von Metaphasen mit definiertem Kondensationsgrad

e gleichmalige Hybridisierung aller Fluorochrome uber die gesamte Metaphase

e wenig bzw. keine Hintergrundfarbung

e wenig bzw. keine Uberlagerung der einzelnen Chromosomen einer Metaphase

Die Expositionszeiten flir die einzelnen Fluorochrome wurden zu Anfang der
Bildakquisition fur jedes Praparat neu ermittelt, um optimale Werte flr die weitere
quantitative Analyse der Fluoreszenzintensitaten zu erreichen. Dabei wurden die
Expositionszeiten im DAPI-, FITC- und TRITC-Bild so gewahlt, dass die
Fluoreszenzintensitdten der Chromosomen in den linearen Bereich der
Kameraempfindlichkeit fielen und eine Sattigung vermieden wurde. Die gewahlten
Zeiten und die optischen Einstellungen des Mikroskops wurden wahrend der
gesamten Aufnahmezeit des Praparates moglichst konstant gehalten. Die
Abweichungen der Fluoreszenzintensitaten auf den verschiedenen Chromosomen
waren zum Teil optisch sichtbar, zur Quantifizierung und Identifikation von ,low copy
number changes“ war jedoch eine Quantifizierung mittels digitaler Bildanalyse

erforderlich.
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2.15. Bildverarbeitung

Die Weiterverarbeitung der aufgenommenen Metaphasen erfolgte mit Hilfe eines
Programms (Dell Power Edge SP 590-2), das von du Manoir auf der Basis eines
kommerziell erhaltlichen Bildanalyseprogramms (TCL-image, TNO Institut fir
Angewandte Physik, Delft, Niederlande) entwickelt wurde. Die teils interaktive
Programmfuhrung gliederte diesen Auswertungsprozess in folgende Schritte:

e Korrektur der mechanischen Verschiebung der DAPI-, FITC- und TRITC-Bilder

e Segmentierung der Chromosomen und Bestimmung der Achse

e Identifizierung der einzelnen Chromosomen

e Berechnung der Fluoreszenzintensitaten fur DAPI, FITC und TRITC senkrecht

zur Chromosomenachse
e Kalkulation der Fluoreszenzverhaltnisprofile von FITC/TRITC fur jedes
Chromosom

Im ersten Schritt wurde ein einzeln liegendes Chromosom in jedem der drei Bilder
einer Metaphase ausgewahlt. Dieses diente zur Korrektur der optischen
Verschiebung der drei Einzelbilder gegeneinander, die durch das Weiterschieben des
Filtersets bei der Aufnahme entstanden waren. Im nachsten Schritt erfolgte die
Segmentierung der einzelnen Chromosomen anhand des DAPI-Bildes. Diese
Segmentationsmaske diente im Folgenden zur Bestimmung der Chromosomenachse
und der Berechnung des Pixel-zu-Pixel-Verhaltnisse der FITC- zu den TRITC-
Bildern. Die Identifizierung der einzelnen Chromosomen wurde an den DAPI-Bildern
einer jeden Metaphase vorgenommen. Dazu wurden die Bilder invertiert, so dass die
Bandenmuster Giemsa-gefarbten Chromosomen ahnelten. Im vierten Schritt erfolgte
nach rechnerischer Elimination des Hintergrundes die Berechnung der Intensitaten
der FITC- und TRITC-Fluoreszenzen senkrecht zur Achse jedes Chromosoms.
Nachdem fur jedes Chromosom ein Fluoreszenzverhaltnisprofil errechnet und auf
eine definierte Lange gestreckt oder gestaucht worden war, wurden im letzten Schritt
die Profile fir die einzelnen Chromosomen Uber alle Metaphasen berechnet. Das
Ergebnis wurde als Durchschnitts-Verhaltnisprofil auf der rechten Seite des
zugehdrigen Chromosomenideogrammes aufgetragen.
Die vertikale Linie in der Mitte des CGH-Profils steht fur einen balancierten Zustand
von genomischer DNA. Die linke und die rechte Linie bezeichnen den unteren und
den oberen Schwellenwert. Im Falle eines Gewinns oder Verlust werden diese
Schwellenwerte, unter der Aufnahme eines diploiden Chromosomensatzes im
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Ausgangsmaterial, Uber- bzw. unterschritten, wenn die Veranderungen in mehr als
50% der Testzellen vorhanden sind (der Wert 1,25 wird im Fall einer Trisomie, der
Wert 0,75 im Fall einer Monosomie erreicht). Da keine Angaben Uber die Ploidie des
Genoms im Probenmaterial vorlagen, wurden diese theoretischen Grenzwerte
gewahlt. Diese Grenzwerte basieren auf die Untersuchungen von du Manoir et al.
(1995) und Benz et al. (1995) an Material von akuten, myeloischen Leukamien mit
bekanntem Karyotyp. Jedoch ist die Sensitivitat auf Kosten einer hdheren Spezifitat
im Erkennen von unbalancierten Veranderungen, die in weniger als 50% der
analysierten Zellen auftreten, eingeschrankt.

Als Gewinne chromosomaler Regionen wurden alle Abweichungen des
Fluoreszenzverhaltnisprofils gewertet, die den oberen Schwellenwert erreichten oder
uberschritten; analog wurden als Verluste alle Abweichungen gewertet, die den
unteren Schwellenwert erreichten oder unterschritten. Als Entscheidungshilfe, ob es
sich bei den beobachteten Schwankungen um signifikante Veranderungen handelt,
stellt das Bildanalyseprogramm optional das Konfidenzintervall des Ratioverlaufes
grafisch dar. In dieser Arbeit wurde ein Konfidenzintervall von 95% in den

Fluoreszenz-Ratiodarstellungen eingeflugt.

2.16. FISH-Analyse

Es wurde ein 50 um dicker Schnitt aus einem eingefrorenen Gewebeblock in 500 pl 1
x PBS eingeflhrt und vorsichtig mit einer 20G-Kanule und einer Spritze durch
mehrmaliges Aufziehen homogenisiert. Nach 10 min. Zentrifugation bei 13000 Upm
wurde das Sediment in 200 pl Verdauungslésung (2 pl Pepsin 10 mg/ml in 200 pl
0,01 M HCI) resuspendiert und 10 min. bei 37° C inkubiert. Die Pepsin-Verdauung
wurde durch Zugabe von 2 ul 50 x TAE, pH 8.0 gestoppt. Die Zellkerne wurden auf
Poly-I-Lysin-beschichtete Praparate aufgetropft und durch 5-minitige Inkubation in
1% Paraformaldehyd (PFA) bei RT fixiert. AnschlieRend wurden die Praparate
funfmal in 1 x PBS sowie funfmal in destilliertem Wasser gewaschen und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 100% Ethanol) je 2 min. dehydriert. Die
Aufbewahrung erfolgt in 100% Ethanol bei -70° C. Fur die Interphase FISH-Analyse
wurden die Praparate erst luftgetrocknet und mit CEP DNA-FISH-Proben
(Chromosome Enumeration DNA) oder LSI (locus specific identifier DNA probes)
hybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte uber Nacht bei 37° C entsprechend den
Angaben der Hersteller-Firma (Vysis).
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2.17. “ATLAS” cDNA-Expressionsarrays

Zur Analyse der Expressionsmuster der HCCs mit Zugewinnen an genomischer DNA
wurde die Hybridisierung eines “ATLAS” cDNA-Expressionsarrays mit markierter
RNA aus Tumor #6 bzw. seinem korrespondierendem nichttumorésen Gewebe
durchgefuhrt. Hierzu erfolgte die Extraktion der RNA unter Verwendung des RNeasy-
Kits (Qiagen). Zur Gewinnung der Gesamt-RNA wurde der RNeasy-Midi-Kit
verwendet. AnschlieRend wurde mRNA mit Hilfe des RNA Oligotex TM-Kits (Qiagen,
Hilden) aus der Gesamt-RNA-LOsung isoliert.

2.18. Herstellung einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde

Zur Herstellung der radioaktiv markierten cDNA-Sonde fur die Expressionsarray-
Analyse wurde eine reverse Transkription der zu untersuchenden RNA durchgefuhrt.
Fir die Reverse Transkriptase-Reaktion wurde 1 pl Poly[A]l+-RNA in 2 ul DEPC-H,O
mit 1 ul CDS-Primermix (10 x) versetzt und zwei min. bei 70° C denaturiert. Nach
einer weiteren zweiminutigen Inkubation bei 50° C wurde die Suspension mit

Transkriptionsmix vermischt und 20 min. bei 50° C inkubiert.

Transkriptionsmix Volumen
5 x Reaktionspuffer ..., 2 ul

10 X ANTP-MiX 0hne ATP ..o 1ul

[a %2 P] dATP [3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml]  .ooooeeeeeeeeeeeeeeeen 3,5 ul
DTT [100 MM] et e e e e 0,5 ul
MMLV Reverse Transkriptase (50 U/pl) .oooovvvvviviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee 1l
GesSamVOIUMEN ... 8 ul

Die Polymerisierungsreaktion wurde durch Zugabe von 1 ul Terminierungsmix
beendet. Die Aufreinigung der radioaktiv markierten Sonde erfolgte durch
Ubertragung der Suspension auf einer Chroma Spin-200 DEPC-H,0-Saule und
nachfolgendem Auftrag von 40 ul bzw. 250 ul H2O. Die Elution der Sonde erfolgte in
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vier Schritten mit jeweils 100 ul H,O. Fir ein auswertbares Hybridisierungsergebnis

sollte die eingebaute Radioaktivitat im Bereich von 2-5 x 10° cpm liegen.

2.19. Die Hybridisierung des cDNA-Expressionsarrays

Der Expressionsarray besteht aus zwei identischen Filtern mit cDNAs von 588
verschiedenen Genen und einer Reihe sogenannter Haushaltsgene. Zur
Hybridisierung wurden erst die mit deionisiertem H,O befeuchteten Filter in einer
Hybridisierungsréhre mit 10 ml Hybridisierungspuffer (ExpressHyb, Clontech) bei 68°
C far 30 min. prahybridisiert. Der radioaktiv markierten cDNA-Sonde wurde 1/10
Volumen an Denaturierungsléosung (1 M NaOH, 10 mM EDTA) zugesetzt und 20 min.
bei 68° C inkubiert. Nach der Zugabe von 5 ul cot-1 DNA und 2 X
Neutralisierungslosung (1 M NaH,PO4; pH 7.0) im gleichen Volumen der
Markierungslésung wurde die Suspension fur weitere 10 min. bei 68° C inkubiert.
Nach der Zugabe von 5 ml Hybridisierungsmix erfolgte die Hybridisierung des
prahybridisierten Filters Uber Nacht bei 68° C. Nach der Hybridisierung wurden je drei
Waschschritte mit Losung 1 (2 x SSC; 1% SDS) bzw. Lésung 2 (0,1 x SSC; 0,5%
SDS) je 30 min. lang bei 68° C durchgefihrt. Zum Nachweis wurden die so
behandelten Filter in Klarsichtfolie verpackt und mit einem Roéntgenfiim (Kodak XAR
oder Fuji RX) und Verstarkerfolie bei -80° C in Abhangigkeit von der Signalintensitat
zwischen 30 min. und 14 Tagen exponiert.

Eine semiquantitative Auswertung der Signalintensitat erfolgte am Phosphoimager
StormTM 840 (Molecular Dynamics, Krefeld) wunter Verwendung des
Datenverarbeitungsprogramms  ImageQuaNTTM, wobei die Hybridisierungs-
intensitaten beider Filter mit Hilfe von Haushaltsgenen aufeinander abgestimmt

wurden.
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2.20. Puffer und Losungen

AP1-Puffer

AP2-Puffer

AP3-Puffer

Detektionslosung

DNA-Verdunnungspuffer

Elektrophoresepuffer
(10 x E-Puffer)

Ethidiumbromid- Farbeldsung

gesattigte NaCl-Losung

36

0,1 M Tris-HCI, pH 7.5
0,1 M NaCl

2 mM MgCl;

0,05% Triton X-100

AP1-Puffer
BSA (0,3 g auf 10 ml)

0,1 M Tris-HCI, pH 9.5
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,

10 pl anti-Dig-Rhodamin,
200 pg/mi

5 ul Fluorescein-Avidin,

1 mg/ml in1000 pl 3%
BSA/4xSSC/0,1%Tween

6x SSC 0,1 mg/ml
gescherte Lachssperma-
DNA

0,36 M Tris
0,3 M NaH,PO,4

0,1 M Na,EDTA

5 ug Ethidiumbromid/ml
in 1 x E-Puffer

6 mM NaCl
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Giemsa-LOSuNg ..., 6 ml Giemsa-
Stammldsung
5 ml Phosphatpuffer A
5 ml Phosphatpuffer B
aqua dest. ad 100 ml

Lyse-Puffer ... 155 mM NH4CI

10 mM KHCOs

0,1 mM EDTA
Phosphatpufferstammlosung A ... 45,36 g/l KH2PO4
Phosphatpufferstammlésung B ......................... 59,34 g/l Na,HPO4 . H,O
SE-Puffer . 75 mM NaCl

1 mM EDTA, pH 8.0

Standard-Saline-Citrat-Puffer ..., 3 M NaCl
(20x SSC) 0,1 M Natriumcitrat
StOPPIOSUNG ...eeeieie e 20 mM EDTA, 0,1 M

NaCl, 20 mM Tris-HCI
pH 7.5, 0,5% Dextran

Tris-EDTA-PUffer ... 10 mM Tris-HCI, pH 8.0
(TE-Puffer) 1 mM Na, EDTA
Tris-Borat-EDTA-Puffer ..o, 1,8 M Tris

(20x TBE) 1,8 mM Borsaure

25 mM Na, EDTA
0,1% v/v Triton X-100
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2.21. Bezugsquellen

38

Nicht aufgefuhrte Chemikalien der Qualitatsstufen “p.A.” bzw. “reinst” wurden von

den folgenden Firmen bezogen: Boehringer Mannheim (Mannheim), Schleicher &
Schull (Dassel), Difco (Missouri, USA), Dupont (Bad Homburg), Fluka (Buchs,
Schweiz). Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg),
Riedel-de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (USA).

Agarose NO. A-B87 ......coiiiiiii i
B A
KaryomaX ..o
DNase |
MineralOl ..o
S MM-Papier ..o

Nitrozellulosefilter (BA8S) ......ccooiviiiiiiiii,
Proteinase K...... ..o
RNase A
Trton X-100 ..o
Verstarkerfolie (Cronex Hi-Plus) ............ccooooiint.

Sigma
SigmaColcemid
Gibco BRL

Sigma

Sigma

Schleicher & Schull
Schleicher & Schull
Merck

Serva

Boehringer Mannheim
Dupont
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3. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden HCCs in Hinsicht auf die genomischen Imbalancen
mit Hilfe der CGH-Methode analysiert und es wurden genetische Aberrationen in
Form von chromosomalen Zugewinnen und/oder Verlusten identifiziert. Erganzend
dazu fuhrte die Analyse von pramalignen Leberlasionen zur Identifikation
chromosomaler Regionen, die besonders frih im Karzinogeneseprozess alteriert

sind.

3.1. Vergleich der CGH mit einer zytogenetischen Analyse

Zur Uberpriifung der CGH-Methode wurde die HACL1- Zelllinie (Schleger et al.,
1997), die aus einem humanen Leberzelladenom gewonnen worden war (Passage
12) mit Hilfe der Giemsa-Bandenfarbung zytogenetisch analysiert. Bei der Giemsa-
Bandenfarbungsanalyse der HACL1-Zelllinie wurden nach Auswertung von 100
Metaphasen keine chromosomalen Zugewinne oder Verluste identifiziert (Abb. 3.1a).
Alle Zellen hatten den normalen Status eines mannlichen Karyotyps (46, XY).

Die CGH-Analyse der HACL1-Zelllinie wurde mit DNA aus dem HACL1-Zellen
derselben Passage durchgefiihrt. Es wurden 18 Metaphasen analysiert. Die CGH-
Durchschnittsprofile zeigten einen diploiden mannlichen Karyotyp (46, XY) ohne

chromosomale Imbalancen (Abb. 3.1b).

Abb. 3.1: Zytogenetische Analyse der HACL1-Zelllinie mittels Giemsa-Bandenfarbung bzw. CGH-
Analyse.

a: Giemsa-Banden-Karyotyp der HACL1-Zelllinie der Passage 12. Das Giemsabandenmuster zeigt
einen normalen mannlichen Karyotyp (46,XY).

b: CGH-Durchschnittsprofile der HACL1-Zelllinie. Die Profile wurden mit Hilfe der CGH-Analyse nach
Auswertung von 18 Metaphasen kalkuliert. Alle Profile liegen im normalen Bereich des diploiden
Karyotyps (46,XY).
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3.2. Analyse genomischer Imbalancen in HCCs

Vor der Analyse genomischer Imbalancen bei HCCs wurde das HCC-Gewebe zuerst
morphologisch charakterisiert. Isolierte DNAs aus den ausgewahlten HCC-Geweben
wurden als Test-DNAs zur Untersuchung der genomischen Imbalancen in der CGH-
Analyse eingesetzt. Die selektive Uberprifung der genomischen Imbalancen, die
mittels CGH-Analyse nachgewiesen wurden, erfolgte anhand von Interphase-FISH-
Analysen.

3.2.1. CGH-Analyse

Es wurden 21 morphologisch charakterisierte HCCs und 3 humane Leberzelllinien
(HEP-3B: Humanes Hepatozellulares  Karzinom, SK-HEP-1: Humanes
Leberadenokarzinom und HEP-G2: Humanes Hepatoblastom) mit Hilfe der CGH-
Analyse auf genomische Imbalancen untersucht. Die CGH-Daten zeigten bei 13
HCC-Patienten genomische Aberrationen in Form von Zugewinnen und Verlusten, in
3 Fallen traten weder Zugewinne noch Verluste auf und in 5 Fallen zeigten sich nur
genomische Zugewinne.

Die CGH-Durchschnittsprofile von den 13/21 untersuchten HCC-Patienten zeigten
sowohl Zugewinne als auch Verluste in den unterschiedlichen chromosomalen
Regionen, wobei sich jeder HCC-Fall von den anderen aufgrund des Ausmalles der
vorhandenen Aberrationen unterscheidet. Tumor #21 ist ein typisches Beispiel fur die
Falle mit genomischen Inbalancen in Form von Zugewinnen und Verlusten (Abb. 3.2
(a-b)). Die CGH-Durchschnittsprofile des Tumors #21 sind in der Abb. 3.3 (a-b)
dargestellt. Die Amplifikationen bei 1q, 8q, distale Bereiche von 2q, 7p, 12q, 13q,
und 20q sowie Verluste in 6q, 13p, 16p, 21q, 22, X, regional 4p, 4q, 13g und 10q sind
in diesem Fall signifikante Alterationen.

Ausschliel3lich Vermehrungen an genomischer DNA traten bei 5/21 der HCCs auf.

Tumor #6 mit Zugewinnen an 1q, 8q und X ist dafur ein typisches Beispiel. (Abb. 3.4)
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Abb. 3.2: Uberlagerungsaufnanmen von DNA aus Tumor #21- und Referenz-DNA-Hybridisierungen
auf normalen Metaphasen.
a: Fluoreszenz-Uberlagerungsdarstellung einer reprasentativen Metaphase.

b: Karyogramm-Darstellung der Metaphase in a.
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Abb. 3.3: CGH-Durchschnittsprofile des Tumors #21. Amplifikationen von 1q, 8q, der distalen
Bereiche von 2q, 7p, 12q, 13q, und 20q sowie Verluste in 6q, 13p, 16p, 21q, 22, X, regional 4p, 4q,
13qg und 10q stellen sich als signifikante chromosomale Abberationen dar.

a: Mittelwerte von 10 Metaphasen.

b: Mittelwerte wie in a mit den zugehdérigen Konfidenzintervallen.
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Abb. 3.4: Darstellung genomischer Imbalancen bei Tumor #6 mit Hilfe der CGH-Analyse.

a: Fluoreszenz-Uberlagerungsdarstellung eines reprasentativen Karyogramms.
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b: Durchschnittsprofile ermittelt aus 10 Metaphasen. Zugewinne sind auf 1q, 8q, und Xq erkennbar.



Ergebnisse 45

Die CGH-Analyse der HCCs #3, 10 und 16 =zeigten einen balancierten
chromosomalen Status. Es wurden keine DNA-Zugewinne oder -Verluste
nachgewiesen. Exemplarisch sind in der Abb. 3.5 (a-e) die einzelnen
Hybridisierungen des Tumors #10 bzw. die Uberlagerung der Test- und Kontroll-DNA
Aufnahmen gezeigt. Abb. 3.6 (a-b) zeigt die DNA-Durchschnittsprofile derselben

Tumoren.
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Abb. 3.5: Detektion chromosomaler Imbalancen durch CGH und digitale Bildanalyse in HCC # 10.

Bei der CGH-Analyse wurde ein normaler weiblicher Karyotyp (46, XX) festgestellt.

a: CCD-Aufnahme einer Metaphasenchromosomen-Gegenfarbung mit DAPI zur Chromosomen-
Darstellung.

b: Invertierte Darstellung der DAPI-Aufnahme, die ein ahnliches Banden-Muster wie die klassische G-
Bandierung liefert und somit die Chromosomen-Identifikation ermdéglicht.

¢: Metaphasen Hybridisierungsmuster mit Biotin-markierter und mit FITC-detektierter genomischer
DNA.

d: Hybridisierungsmuster der Kontroll-DNA, die mit Digoxigenin markiert und mit TRITC detektiert
wurde.

e und f Mischfarben-Bilder, bearbeitet durch digitale Uberlagerung der Aufnahmen ¢ und d.

e: Metaphasen-Platte.

f. Karyogramm derselben Metaphase wie in a-e.
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Abb. 3.6: Mittelwert der ermittelten Fluoresenz-Ratio Profile nach der Hybridisierung mit DNA aus
Tumor #10. Wertebereiche fiir Verluste (links), und Zugewinne (rechts) im Vergleich zur Zentral-Linie
(balancierter Status der Chromosomen) werden von 0,5-1,5 dargestellt. Die Durchschnittsprofile
liegen alle im Normalwertbereich.

a: Durchschnittsprofile der homologen Chromosomen einer einzelnen Metaphase.

b: Durchschnittsprofile errechnet aus 11 unterschiedlichen Metaphasen.
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3.2.2. Zusammenfassung der CGH-Ergebnisse

Bei den untersuchten HCCs (n=21) zeigten insgesamt 18 Tumore (ca. 86%) sowie
alle 3 Zelllinien signifikante genomische Imbalancen in unterschiedlichen
chromosomalen Regionen (Tab.3.1), wobei Zugewinne an chromosomalem Material
gegenuber Verlusten Uberwogen. Eine Zunahme an genomischen Veranderungen
zwischen den G1- und den G3-differenzierten Tumore wurde nicht festgestellt. Die

durch CGH nachgewiesene chromosomale Imbalancen sind in Abb. 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7: Die Zusammenfassung der mit der CGH-Methode detektierten chromosomalen Imbalancen
in 18 HCCs. Zugewinne sind an den rechten Seiten der Chromosomen-Idiogramme (griin) und
Verluste auf der linken Seite (rot) dargestellt. Die Strichdicke der Linien korreliert mit dem Ausmalf’ der
Imbalancen (1,25-1,5 bzw. 0,75-0,5 diinne, 21,5 und < 0,5 dicke Linien).

Tab. 3.1. Genomische Imbalancen von HCCs und humanen Lebertumor-Zelllinien
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# GESCH G ATIOLOGIE ZUGEWINNE VERLUSTE
-LECHT
1 m 1 HBV 1q, 2, 5, 6p, 7p15-22, 7q, 3p, 6913-27, 12q15-24.3,
8021.1-24.3, 13931-34, 17p 21922
2 m 2 Ethanol 1, 2p11-16, 3q, 6p11-22, 9p, 3p13-26, 4913-35, 6q14-
17q, 19912-13.2, 20q, 22, 8p12-23, 9931-34,
Xp11.1-21, Xq 10922-26, 13913-34,
16912.2-24, 20p, Y
3 m 2 HBV - -
4 f 2-3 Hamochromatose 8g24-24.3, 11q12-14 4921-35
5 m 1 n. d. 8q, 15p, 15911.1-13, 22p, -
22911.1-11.2
6 m 1 n. d. 1q, 8q, X -
7 m 3 HBV 1q -
8 m 3 Ethanol 1p11-33,1q, 4p14-16, 4912-13/q33-35, 11q24-
15913-22, 17921-25 25,13, 14931-32, 21q,
Yq
9 m 2 Ethanol 1q -
10 f 1 n.d. - -
11 m 1 n.d. 14p, 14911.1-12, 15p, -
15911.1-13
12 m 1 HBV 7p, Xq 4q13-35, 5p15.1-15.3,
5911.2-21, 10q, 16q12.1-
23
13 m 1 n.d. 1911-31, 17q -
14 m 2 HBV 1q, 6p, 6911-21/925-27, 8q, 8p23,Y
11p15, 13933-34, 14932,
15911.2-15, 21
15 m 2-3 HBV 8q Y
16 m 2 Ethanol - -
17 m 3 n.d. 1p11-33, 1q, 3p11-14, 3q, 4p, 3p24-26, 4913-35, 6913-
6p12-21.3, 8q12-24.1, 12q, 27, 13913-34, 14913-32,
17q, 20 Y11.2
18 f 1 n.d. 1q, 3, 5p, 5q11.1-21, 6p21.2- 4q, 11, 12p12-13, 16q921-
25, 7p12-15, 8, 9911-22, 17q, 24
18, 20, X
19 m 2 HBV 8q, 17921.2-25, 20q13.2-13.3 Yq
20 m 2 HBV 1q, 6, 7p, 8q13-24.3, 20 4913-35, 8p21-23, 12p,
Y11.2
21 f 2-3 n.d. 1q, 2q32-37, 7p14-22, 8q, 4p16, 4922-28, 6q12-27,
12921-24.1, 13q31-34, 20q 10924-26, 13p, 13911-
14, 16p12-13.3, 21q, 22,
X
* HEP-3B 1q, 3921.6-29, 4p, 6p, 7p, 4q24-35, 5q14-23,
11p, 13qter, 19p, 20q13.2- 13914-22,Y
13.3
* SK-HEP1 6p, 17 4,6q, 9, 18q12-23, Y
* HEP-G2 2, 6p, 16p, 169, 17q, 19p, 20 13914-22

*: Zelllinie; n.d.: nicht definiert; G: Grading

Genomische Zugewinne finden sich am haufigsten am g-Arm der Chromosomen 1
und 8, Chromosomale Verluste konnten am haufigsten flir 4q, 13q und 6q

nachgewiesen werden. Die Kernregionen der haufig veranderten Regionen sind in
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Tab. 3.2 dargestellit.

Tab. 3.2. Haufige genomische Imbalancen in humanen HCCs

ANZAHL % GENOMISCHE IMBALANCEN
(Kern-Region)

1 Zugewinne 12 57 1912-25
11 52 8921.2-24.3
6 29 17921.3-25
6 29 20913.1-13.3
6 29 6p11.1-22
Verluste 7 33 4q22-28
4 19 13912-14
4 19 6q14-22
3 14 10924-26
3 14 16q13-23
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3.2.3. Die Interphasen-FISH-Analyse

Die Interphase-FISH-Analysen wurden als Kontrollexperimente durchgefihrt um zu
Uberprufen, ob die in der CGH-ermittelten genomischen Imbalancen mit einer
unabhangigen Methode reproduzierbar sind. Fiur die FISH-Analyse wurden bei der
Darstellung der Zugewinne die Chromosomen 1 und 8 und fur die Darstellung von
Verlusten Chromosom 13, selektiert. Die Chromosomen 10 und 17 wurden
entsprechend der jeweiligen CGH-Ergebnisse als Referenz-Chromosomen fir die
Interphase-FISH-Analyse verwendet. Tumor #6 mit einer Vermehrung von
Chromosom 1, 8 und X gemall der CGH-Analyse wurde fur die FISH-Analyse
ausgewahlt. Tumor-Zellen wurden mit Hybridisierungsproben von Chromosom 1 bzw.
8 jeweils mit einer Referenzprobe (17 oder 10) cohybridisiert. Die Uberzahl der roten
Signale fur Chromosom 1 zeigt im Vergleich zu den griinen Signalen fir Chromosom
17 (Kontrolle) eine Uberreprasentation des Chromosoms 1 (Abb. 3.8a). Fir die
semiquantitative FISH-Analyse des Chromosoms 8q wurde wiederum Tumor #6
verwendet. Insgesamt waren griine Signale fir Chromosom 8 in der Uberzahl
gegenuber den roten Signalen fur Chromosom 10, das als Kontrolle diente (Abb.
3.8b). Das gelbe Signal auf dieser Abbildung entspricht einer Zentromer-

Uberlagerung der Chromosomen 8 (griin) und 10 (rot).
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Abb. 3.8: Interphase FISH-Analyse von Tumor #6.

a: Die Zentromer-Region des Chromosoms 1 (1q12) wurde mit Spektrum Orange-markierter sat.Il und
[l DNA (rot) hybridisiert. Das Referenz-Chromosom 17 (17p11.1-q11.1) wurde mit Spektrum Green-
markierter a-sat-DNA (griin) hybridisiert.

b: Spektrum Green-markierte a-sat-DNA von 8p11.1-q11.1(griin) und Spektrum Orange-markierte a-
sat-DNA von 10p11.1-q11.1 (rot, Referenz) wurden fiir die numerische Auswertung des Chromosoms

8 verwendet. Ein gelbes Signal stellt die Uberlagerung von griin bzw. rot markierten Zentromeren von
Chromosom 8 und 10 dar.
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Nach Auswertung der CGH-Ergebnisse der HCCs sind genomische Verluste seltener
als chromosomale Zugewinne. Insgesamt zeigten 19% der untersuchten HCC-Falle
Verluste von 13q mit der am haufigsten betroffenen Region 13q912-14. In dieser
Region liegt das RB-Gen. Eine Interphase-FISH-Analyse wurde mit einer RB-Gen-
Probe auf den Zellen des Tumors #8, der unter anderem einen Verlust von
Chromosom 13 zeigte, durchgeflihrt. Eine Zentromer-Probe des Chromosoms 10
wurde als Kontrolle cohybridisiert (Abb. 3.9b). Die Auswertung der FISH-Analyse
ergab in 83,3% der Kerne eine Hemizygotie fur das RB-Gen (Tab. 3.3). Im oberen
Teil der Abb. 3.9 (a) ist das CGH-Profil fur Tumor #8 eingetragen. Das
Durchschnittsprofil fr Chromosom 13 liegt auf dem Grenzwert 0,75 (linke Linie) und
wurde als Monosomie fur Chromosom 13 gewertet.

Das FISH-Ergebnis (Tab. 3.3) korreliert insofern mit den Ergebnissen der CGH-

Analyse.

Tab. 3.3. Interphasen-FISH-Analyse

TUMOR SONDE Q<0,5 1>Q>0,5 Q=1 Q>1
# TEST/REFERENZ (%) (%) (%) (%)
8 13/10 83,3 10,2 5, 0,9
(13914 (RB-1) / 10p11.1-911.1
(a-sat. DNA))
117 0 1,9 30,7 67,3

6 (1912 (sat.ll and Ill) /
chr.17p11.1-q11.1
(a-sat. DNA))
8/10 1,8 10,7 40,2 47,3
(8p11.1-q11.1 (a-sat.DNA) /
10p11.1-q11.1
(a-sat. DNA))

Fir jede FISH-Analyse wurden mindestens 100 Zellkerne ausgewertet.
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Abb. 3.9: CGH-Untersuchung und Interphase-FISH-Analyse von Tumor #8.

a: CGH Durchschnittsprofile aus 8 Metaphasen, die unter anderem einen Verlust von Chr. 13 zeigen.
b: FISH-Analyse von 13q14 (RB-1-Gen-Locus). Die Probe fir 13q14 ist mit Spektrum Green und die
Kontroll-Probe fir 10p11.1-g11.1 (a-sat.DNA) ist mit Spektrum Orange (rot) markiert. Die
Unterreprasentation der griinen Signale im Vergleich zu den roten Signalen weist auf 13g-Verluste

hin.
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3.2.4. Atlas™ Human cDNA Expression Array

Das Expressionsmuster eines in der CGH analysierten HCCs (#6) wurde mit Hilfe
eines cDNA-Expressionsarrays analysiert. Bei der Atlas-Analyse wurde das
Expressionsmuster von Tumor #6 (Abb. 3.10a), der bei der CGH-Analyse
genomische Imbalancen von Chromosom 1q, 8q und X zeigte (siehe Abb. 3.4 und
Tab. 3.1), mit dem Expressionsmuster des nicht tumorésen Lebergewebes des
selben Patienten (Abb. 3.10b) verglichen. Nach Auswertung der cDNA-Arrays
wurden mehrere Gene identifiziert, die im HCC entweder Uberexprimiert oder
supprimiert waren (siehe Anhang).

Anhand der CGH-Ergebnisse fur Tumor #6 (1q, 8q und Xg-Amplifikation) wurden
speziell die Gene, die auf 1q, 8q und X lokalisiert sind untersucht (Tab. 3.4). Von den
X-chromosomalen  Genen sind drei (Interleukin-9-Receptor, ARD  [N-
Acetyltransferase ARD1] und Zink Finger X-Chromosomal Protein) im tumordsem
Gewebe Uberexprimiert. ARD ist 3,7-fach héher exprimiert. Fur die beiden anderen
Gene konnte das Ausmal der Uberexpression quantitativ nicht verlasslich berechnet
werden.

Das Transcription factor S-ll-related Protein ist 27,8-fach Uberexprimiert und liegt auf
dem g-Arm des Chromosoms 8. Drei hochregulierte Gene (Calgranulin B, Interferon-
gamma inducible Protein und MNDA) wurden auf 1q lokalisiert. Calgranulin B ist 3,5-
fach und Interferon-gamma inducible Protein ist 3,1-fach in tumorésem Gewebe
Uberexprimiert. Das Ausmaf der Uberexpression von MNDA im Tumorgewebe

konnte nicht verlasslich berechnet werden.
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Abb. 3.10: cDNA-Expressionsarrays von Tumor #6.
a: Expressionsmuster des Tumorgewebes.

b: Expressionsmuster des nicht-tumordsen Lebergewebes.
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Tumorgewebe

Test

Nicht tumordses
Lebergewebe

Kontrolle

Tab. 3.4. Gene mit erhdhter Expression und Lokalisation auf 1q, 8q oder X
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(Tumor #6)
# GEN CHROMOSOMALE FACHE UBER-
LOKALISATION  EXPRESSION
1 Calgranulin (B)
MRP-14[calcium-binding protein in 1912-922 3.5
macrophages, MIF-related]
2 Interferon-gamma inducible Protein 1922 3.1
3 MNDA 1922 *
Myeloid cell nuclear differentiation
antigen
4 Transcription factor Sll-related
protein (transcription elongation 8q 27.8
factor [Sl])
5 Interleukin-9-receptor Xqg28 *
6 ARD Xq28 3.7

N-Acetyltransferase ARD1
Zinc finger x-chromosomal Protein
(ZFX putative transcription activator) Xp22-p21.3 *

~

*: konnte nicht verlasslich berechnet werden

3.3. CGH-Analyse Cholangiozellularer Karzinome (CCC)

Aus 10 verfugbaren, paraffineingebetteten Geweben von CCCs konnte in 6 Fallen
auswertbare CGH-Profile erziehlt werden. 4 Falle ergaben aus technischen Grinden
(Formalinfixierungszeit, pH-Wert des Mediums, etc.) keine auswertbaren CGH-
Profile.

In 5 von 6 untersuchten CCCs wurden zum Teil erhebliche genomische Imbalancen,
meist Makrodeletionen, nachgewiesen. Im Folgenden ist die CGH-Analyse des

Tumors #4 exemplarisch fur die untersuchten CCCs dargestellt (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: CGH-Analyse von CCC #4.

Die Balken rechts neben dem Chromosomen-ldeogramm stellen die chromosomalen Zugewinne
(griin) und links die chromosomalen Verluste (rot) dar. Zugewinne von Chromosom 1q, 1p, 5 und 6p
sowie Verluste an 1p, 3p, 4q, 6q, 9, 13 und 14q stellen signifikante Makroimbalancen dar.

a: Durchschnittsprofil einer einzelnen Metaphase.

b: Durchschnittsprofile von 15 Metaphasen.
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3.3.1. Zusammenstellung der CGH-Analyse der CCCs

Die chromosomalen Zugewinne sowie die Verluste, die bei der CGH-Analyse der
Cholangiozellularen Karzinome ermittelt wurden, sind in Abb. 3.12 zusammengestelit.
Deletionen betrafen die Loci 1p36 (4/6), 9q34 (4/6) und 6g23-27 (3/6).
Amplifikationen fanden sich an 1q21-24 (3/6) 8913 (3/6) und 5921-22 (2/6).
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Abb.3.12: Chromosomale Lokalisationen genomischer Imbalancen bei CCCs.
Die Striche neben den Chromosomen-ldiogrammen stellen die chromosomalen Imbalancen dar.
Vertikale Linien auf der rechten Seite jedes Chromosomen-Idiogramms reprasentieren chromosomale

Zugewinne; Linien auf der linken Seite korrespondieren mit Verlusten an genomischem Material.
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3.4. CGH-Analyse praneoplastischer Lasionen (Dysplastische

Knoten)

Aus den 7 verfugbaren paraffineingebetteten Geweben der praneoplastischen
Lasionen konnten 6 Falle ausgewertet werden.

Die Zahl der genomischen Imbalancen der praneoplastischen Lasionen, die mit Hilfe
der CGH-Analyse nachgewiesen wurden, sind geringer als die der genomischen
Aberrationen bei den HCCs. Es wurden Zugewinne beim g-Arm des Chromosoms 1
(3/6) beobachtet. Verluste wurden bei 17p (1/6) und 8p (2/6) detektiert.

In 3 von 6 analysierten Fallen wurden keine Aberrationen beobachtet; alle Profile in
diesen Fallen lagen in dem Bereich des normalen diploiden Chromosomensatzes. Im
Kontrast dazu zeigten 3 Falle chromosomale Alterationen. Ein typisches Bild zeigt die
CGH-Analyse fur Tumor #2, die in der Abb. 3.13 dargestellt. Die Amplifikation von 1q
und Deletion von 17p wurden in diesem Tumor als chromosomale Aberrationen

nachgewiesen.

Die CGH-ermittelten Daten der untersuchten Gewebe (n=6) sind in Tab. 3.5
dokumentiert.

Tab.3.5. Genomische Imbalancen von praneoplastischer Lasionen

DN # ZUGEWINNE VERLUSTE
1 - -
2 1q 17p
3 1922-943 8p
4 - -
5 - -
6 1q 8p
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Abb. 3.13: Genomische Makroimbalancen des Dysplastischen Knotens #2 detektiert durch die CGH-
Analyse. Es lassen sich 1g-Zugewinne und 17p-Verluste nachweisen.
a: Durchschnittsprofile zweier homologer Chromosomen.

b: Mittelwert von 19 analysierten Metaphasen mit 95% Konfidenzintervall (hellbraune Linien).



Ergebnisse 62

3.4.1. Zusammenstellung der CGH-Daten der Dysplastischen Knoten

Die chromosomalen Makroimbalancen der untersuchten Dysplastischen Knoten sind
in Abb. 3.14 dargestellt. Die 1g-Amplifikation (3/6) ist der einzige, detektierbare,
genomische Zugewinn in dieser Analyse. Verluste konnten auf den

Chromosomenarmen 8p und 17p nachgewiesen werden.
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Abb. 3.14: Zusammenstellung der CGH-Analysen von 6 Dysplastischen Knoten.
Zugewinne sind auf der rechten Seite (griin) des Chromosomen-ldeogramms und Verluste auf der

linken Seite (rot) dargestellt.
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4. Diskussion

4.1. Methodendiskussion

Die CGH erlaubt eine umfassende Analyse von Zugewinnen bzw. Verlusten an
chromosomalem Material. DNA-Segmente, die im Tumorgenom Uber- oder
unterreprasentiert sind, werden durch den Vergleich mit der normalen genomischen
DNA identifiziert (Kallioniemi et al., 1992; Du Manoir et al.,, 1993). Das Verfahren
bedarf weder der Kultivierung von Tumorzellen noch der Verfigbarkeit geeigneter
DNA-Sonden. Daruber hinaus ist die Sensitivitdt fur den Nachweis von DNA-
Amplifikationen bei der CGH vergleichsweise hoch. Die Grenzen der Methode
bestehen darin, dass nur Netto-Zugewinne oder -Verluste gemessen werden und
daher balancierte Aberrationen nicht nachgewiesen werden kénnen. Darlber hinaus
konnen Veranderungen, die nur in einem kleinen (Tumor-) Subklon vorkommen, nicht
sicher nachgewiesen werden, da die Analyse nicht auf Einzelzellniveau erfolgt.

Die Auflésung der CGH-Methode ist ahnlich wie bei der Chromosomenbanderung,
das heil3t Gewinne und Verluste sind erst ab ca. 10 Mbp GrofRe nachweisbar. Eine
Ausnahme bilden hier die in Tumoren auftretenden Genamplifikationen: In
Banderungsanalysen indizieren homogen gefarbte Regionen (HSRs, homogeneously
stained regions) oder ,double minute“ Chromosomen (DMIN) die Existenz solcher
Amplifikationen, ohne jedoch Information Uber die im Amplikon enthaltenen
genomischen Abschnitte liefern zu kdnnen. Im Gegensatz dazu wird durch CGH die
chromosomale Lokalisation des amplifizierten Bereiches aufgezeigt, so dass das
Amplikon auf eine vergleichweise eng umgrenzte Region eingegrenzt werden kann
(Joos et al., 1993).

Da bei der CGH auch Formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes Material verwendet
werden kann, besteht die MOoglichkeit, diese Methode auch zur Analyse von
Archivmaterial einzusetzen. In einigen Studien konnte auch gezeigt werden, dass
selbst kleine, z.B. Uber Mikrodissektion angereicherte Zellpopulationen nach PCR-
Amplifikation, Grundlage fur CGH-Untersuchungen sein kdnnen (Speicher et al.,
1993; 1995).

Die Validitat der CGH-Verfahren wurde in dieser Arbeit anhand zweier unabhangiger
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Methoden, namlich der Giemsa-Bandenfarbung und der Interphase-FISH-Analyse
nachgewiesen. Eine humane Leberzelladenom Zelllinie (HACL1) (Schleger et
al.,1997) wurde erst fur die ldentifizierung der chromosomalen Imbalancen mit Hilfe
der Giemsa-Bandenfarbung bzw. CGH-Methode zytogenetisch analysiert. Die beiden
oben durchgeflhrten Verfahren ergaben Ubereinstimmende Informationen Uber den
Genomzustand der HACL1-Zellen. Unter dieser Voraussetzung wurde die CGH-
Methode fur die Analyse der genomischen Imbalancen beim HCC eingesetzt.
Weiterhin wurden Interphasen FISH-Experimente fiir die Uberprifung der CGH-
Validitat an zwei ausgewahlten HCCs (#6 und #8) durchgefuhrt. Die mit CGH
ermittelten Daten des Tumors #6 =zeigten 1qg-, 8g- und Xg-Zugewinne. Die
entsprechenden  FISH-Analysen identifizierten die Uberreprasentation von
Chromosom 1 und 8 in Interphasekernen von Tumor #6.

Die Interphase-FISH-Analyse des Tumors #8, der unter anderem einen Verlust von
Chromosom 13 zeigte, mit einer RB-Gen-Probe (13q14), zeigte entsprechend eine
Hemizygotie fur das RB-Gen in Uber 80% der Zellen. Die Korrelation zwischen den
FISH-Ergebnissen und den Ergebnissen der CGH-Analyse bestatigen wiederum die
Validitat der CGH-Analysen.

4.2. Genomische Imbalancen bei HCCs

Die vorgestellte CGH-Analyse der humanen HCCs identifizierte eine Anzahl HCC-
relevanter genomischer Imbalancen, die in Tab. 3.1 und Abb. 3.7 zusammengefasst
sind. Signifikante Vermehrungen von 1q, 6p, 8q, 17q und 20q sowie Verluste von 4q,
6q, 10q, 13q und 16q wurden als spezifische chromosomale Imbalancen der HCCs
identifiziert. Ein Teil der Alterationen, wie die Amplifikation von 1g und 8q korreliert
mit einer vorangeganger CGH-Untersuchung an HCCs (Marchio et al., 1997),
wahrend auch signifikante Unterschiede zu dieser Studie existieren. Die vorliegende
Arbeit weist einen niedrigeren durchschnittlichen Prozentsatz von genomischen
Imbalancen auf. Dies liegt mdglicherweise an der Fall-Selektion, da die Studie nicht
auf HBV-induzierte HCCs begrenzt wurde. Manche der Alterationen in der Studie von
Marchio et al. (1p del, 4p del, 17p del, 19q amp) wurden in unserer Analyse nicht
detektiert. Im Gegensatz hierzu zeigt eine Arbeit von Wong et al. (1999) genomische
Imbalancen, die in Art und Verteilung gut mit den Ergebnissen der vorliegenden

Arbeit Ubereinstimmen. Allerdings ist auch hier der Prozentsatz der Imbalancen
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hoéher als in vorliegender Arbeit. Es kann daher spekuliert werden, dass der Umfang
und der Typ von genomischen Imbalancen auch Folge der zugrunde liegende HCC-
Atiologie sein kann. Darlber hinaus wurde einer Metaanalyse der insgesamt 25
CGH-Studien der HCCs von Moinzadeh et al., (unpublizierte Daten) durchgefluhrt.
Nach dieser Studie wurden 1q (57,1%), 8q (46,6%), 6p (22,3%) und 17q (22,2%) als
haufigste Vermehrungen und 8p (38%), 16q (35,9%), 4q (34,3%), 17p (32,1%) und
13q (26,2%) als haufigste Verluste genomischen Materials bei HCCs benannt. Die
1g-Vermehrung wurde als ein frihes, atiologie-unabhangiges Ereignis und Verluste
von 4q und 13g wurden als typische Alterationen bei HBV-induzierten HCCs,
klassifiziert. Dieser Daten sprechen weiterhin dafiir, dass Atiologie und
Differenzierung Parameter sind, die mit dem Muster der genomischen Imbalancen in
humanen HCCs korrelieren.

Entsprechend identifizierte die cDNA-Microarray Expression-Analyse des Tumors #6
mit genomischen Zugewinnen an 1q, 8q, und X (siehe Tab. 3.1) zahlreiche Gene, die
im Vergleich mit nichttumorésem Gewebe Uberexprimiert sind (siehe Anhang); einige
dieser Gene wurden in den amplifizierten Regionen von 1q, 8q und Xq lokalisiert. Die
Korrelation der CGH-Analyse mit einem Teil der Expressionsergebnissen der
Microarray-Expression-Analyse des Tumors #6 ist ein Hinweis fur die mogliche
Korrelation von DNA-Amplifikation und -Uberexpression. Da genomische Zugewinne
eine Ursache erhdhter Genexpressionen bei humanen Karzinomen sein kann, kann

dies auch auf eine tumorrelevante Funktion dieser Gene hinweisen.

4.2.1. Genomische Alterationen des HCC im Vergleich zu anderen Tumoren des

Verdauungstraktes

Verluste an 6g und Zugewinne von 1q, 8q sind die haufigsten Alterationen, die beim
HCC sowie beim CCC nachweisbar sind. Im Kontrast dazu sind Deletionen von 1p
und 9q signifikante chromosomale Verluste nur beim CCC nachweisbar.

Chromosomale Imbalance bei Pankreas-Karzinomen (Mahlamaki et al., 1997) zeigen
Ahnlichkeiten zum HCC, namlich Zugewinne an 1q, 8q, 17q, 20q und Verluste an
13q. Chromosomale Veranderungen bei colorectalen Karzinomen (De Angelis et al.,
1999) ahneln ebenfalls den chromosomalen Imbalancen des HCC. Vergleichbar sind
Zugewinne an 8q, 13q, 17q, 20q und Verluste an 4, 6q, 10. Die beschriebenen Daten
zeigen, dass die Muster von genetischen Alterationen der HCC- Pankreas- und
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Colon-Karzinomen eher dem HCC ahneln als dem CCC.

4.3. Tumorgenese

Aufgrund morphologischer Analysen (Giannini et al., 1987; Theise, 1995;
Szczepanski, 1997; Kojiro, 2000) wurden Dysplastische Knoten als Vorlaufer
Lasionen hepatozellularer Karzinome angesehen. Genetische Profile von
Dysplastischen Knoten wurden bisher sehr wenig definiert. Die Expression von E-
Cadherin, das bei HCCs haufig reduziert ist, wurde bei Dysplastischen Knoten auch
oft in reduzierte Zustand detektiert (Zhao und Zimmermann, 1998). Eine erhdhte
Expression von IGF-Il, die beim HCC oft nachweisbar ist, wurde in Dysplastischen
Knoten von Aihara et al. (1998) nachgewiesen. Die Telomerase Reverse
Transkriptase, die bei HCCs oft hoch exprimiert ist (Toshikuni et al., 2000), wurde als
moglicher Marker einer malignante Transformation Dysplastischer Knoten
vorgeschlagen (Hytiroglou et al., 1998). Die in dieser Arbeit ermittelte genomischen
Imbalancen in Dysplastischen Knoten deuten ebenfalls auf eine pramaligne Rolle
hin.

Die Aberrationen in Dysplastischen Knoten sind erwartungsgemaf im Gegensatz zu
HCC zahlenmaRig relativ gering. Zugewinne von 1q und Verluste von 8p und 17p
sind die genomischen Veranderungen der Dysplastischen Knoten, die mittels CGH
identifiziert wurden. 17p-Verluste wurden in eines anderen Studie ebenfalls als
haufige Alteration (25%) bei Dysplastische Knoten identifiziert (Zondervan et al.,
2000). Andere Alterationen dieser Arbeit (4q del (25%), 16q del (33%), 17q amp
(25%)) wurden in unserer Analyse nicht detektiert. In unsere Studie wurden die 1g-
Amplifikation (50%) als haufigste chromosomale Imbalance bei Dysplastischen
Knoten identifiziert. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass der Zugewinn 1q ein
frhes Ereignis wahrend der Hepatokarzinogenese darstellt.
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4.4. Betroffene potentiell tumorrelevante Gene beim HCC

Chromosomale Regionen mit haufigen genomischen Imbalancen beherbergen
vermutlich Gene, die mit der Initiation, Entwicklung und Progression des Tumors in
Zusammenhang stehen. Die Analyse dieser Regionen in der OMIM-NCBI Datenbank
ergab mehrere Kandidatgene (Abb. 4.1), deren Uberexpressionen wie zum Beispiel
Rxry auf 1q, und c-myc auf 8q bzw. Verluste, wie z.B. RB-1 auf 13q und smad1 auf
4q mit der Entwicklung epithelialer Tumoren in Verbindung gebracht wird.
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Abb.4.1: Darstellung der haufig vorkommenden spezifischen Chromosomenrearrangements und
potentiell betroffener tumorrelevanter Gene. Die Balken rechts neben dem Chromosomenideogramm
(grin) zeigen die chromosomalen Amplifikationen und die roten Balken links neben dem
Chromosomen-ldeogramm symbolisieren die chromosomalen Verluste. Die Dicke der Balken
korreliert mit der Haufigkeit der entsprechenden Veranderungen. Die dunkleren Areale stehen fir die
Kernregionen der Imbalancen.
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4.4.1. Genomische Verluste als Zeichen mogliche Tumor-Suppressor-Gene im
HCC

4g-, 6g9-, 10g-, 13g- und 16q-Verluste sind die genomischen Verluste bei der
untersuchten HCCs im Rahmen dieser Arbeit und reprasentieren moglicherweise
genomische Sequenzen fur potenzielle HCC-Suppressor-Gene, die in der
Hepatokarzinogenese beteiligt sein konnen.

4g- Makrodeletionen wurden bei den HCCs mit der Haufigkeit 17-77% beschrieben
(Buetow et al., 1989; Zhang et al., 1990; Konishi et al., 1993; Yeh et al., 1996; Boige
et al., 1997; Chou et al., 1998). AuRerdem wurde eine 4q chromosomale Bruchstelle
in vier von 50 HCCs sowie eine HBV-Integrationstelle bei einem HCC bei 4q32.1
gefunden (Pasquinelli et al., 1988). Diese Ergebnisse deuten auf die Lokalisation
wenigstens eines Tumor-Suppressor-Gens auf 4q hin, das fur die HCC-Entwicklung
relevant ist. Als mogliche Verantwortliche Gene wurden Smad-1-Gen (4g28) und die
Caspase Gene Caspase-3 (4935) und Caspase-6 (4925) diskutiert. Die Caspase-
Gene (Apoptosis-Related Cysteine Protease) sind als negative Regulatorgene bei
der Tumorgenese bekannt. Dennoch wurde ein Ziel-Tumor-Suppressor-Gen auf 4q
bislang definitiv noch nicht identifiziert.

Die 6qg-Deletionen wurden in mehreren humanen Karzinomen einschlieRlich des
HCCs nachgewiesen (Boige et al., 1997; Nagaie et al., 1997; Imazeki und Saisho,
1999; Okabe et al., 2000; Li et al., 2001). Der IGF-II-R ist auf Chromosom 6q26
lokalisiert und an der lysosomalen Degradation beteiligt. Seine biologische Rolle bei
der Aktivierung von TGF-f - einem starken Wachstumshemmer — und der
Degradation von IGF-Il - ein Mitogen - der oft von Tumoren Uberexprimiert wird,
ordnet IGF-II-R den Tumor-Supressor-Genen zu. Bis zu 70% der humanen
hepatozellularen Karzinome zeigen einen Verlust der Heterozygotie des M6P/IGF-II-
R-Locus auf Chromosom 6926 (De Souza et al., 1995). Motyka et al. (2000) haben
die Funktion des IGF-II-R als Serine Proteinase Granzyme B (GZMB)-Rezeptor
gezeigt. GZMB ist entscheidend fur die schnelle Induktion von Apoptose in den
Ziellzellen durch die zytotoxische T-Zellen. Die Inhibition der GZMB/IGF-II-R-
Interaktion verhindert den Inhibitions-Effekt auf die Induktion der Apoptose.

Der Verlust von Heterozygotie auf 10q ist eine genomische Alteration, die ungefahr
bei 80% der Medulloblastome und dem Glioblastoma multiforme (GBM) einem
malignanten Gehirntumor bei Kindern und Erwachsenen vorkommt (Maier et al.,

1998). Die Analyse des GBM, des Prostata-Karzinoms, des malignen Melanoms und
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des Endometrium-Karzinoms liefert Anhaltspunkte fur die Existenz zweier Tumor-
Suppressor-Gene auf 10g23-gter (Rasheed et al., 1995; Albarosa et al., 1996).

Uber den Verlust von Heterozygotie von Chromosom 13q bei HCCs (liber 49%)
wurde bereits von Murakami et al. (1991) berichtet. Die LOH-Analysen bei HCCs
zeigten oft zwei separate Regionen, die haufig deletiert sind; eine der beiden Region
enthalt das RB1-Gen. In der anderen Region wurde das BRCA2-Gen lokalisiert
(Kuroki et al., 1995). Die Inaktivierung des RB1-Gens spielt in der Genese und
Progression von mehreren humanen Karzinomen eine grundlegende Rolle. Das RB-
Protein (pRB) fungiert als transkriptionaler Regulator von Genen, und ist in die DNA-
Synthese und die Zell-Zyklus-Kontrolle involviert. Inzwischen wurden die RB1-
Mutationen in einer Anzahl mesenchymaler und epithelialer Malignome festgestellt.
Bei LOH-Analysen von HCCs wurden in Uber 25% Sequenz-Abnomalien im RB1-Gen
Locus (13q14.1-14.2) nachgewiesen (Murakami et al.,1991). Die Rolle des BRCA2-
Gens als Tumor-Suppressor-Gen im Mamma-Karzinom ist gut dokumentiert
(Wooster et al., 1994, 1995). Daruber hinaus wurde Uber seine Suppressor-Funktion
in sporadischen Karzinomen des exokrinen Pankreas von Schutte et al. (1995) und
Teng et al. (1996) berichtet. Uber einen Verlust der BRCA2-Funktion bei HCCs
wurde erstmals von Kuroki et al. (1995) berichtet. Die CGH-Analyse der HCCs zeigen
in vorliegender Arbeit den Verlust der 13g-Region, die nicht nur das RB1-Gen,
sondern auch das Gen BRCAZ2 (13q12.3) enthalt.

Die chromosomale Makrodeletion von 16q ist eine der haufigsten Deletionen bei
humanen Karzinomen. Sie wurde z.B. bei Mamma- (Cleto-Jansen et al.,, 1994;
Schmutzler et al., 1996), Prostata- (Cher et al., 1995; Elo et al., 1999) und
Endometrium-Karzinomen (Kihana et al., 1996) sowie Wilm's Tumoren (Mason et al.,
2000) beobachtet. Es korreliert bei einigen Tumoren, wie dem Prostata- (Pan et al.,
1998; Li et al.,, 1999) und dem Mamma-Karzinom (Driouch et al., 1997), mit dem
Metastasierungsverhalten. Ein LOH von Chromosom16q wurde bei 40-70% der
HCCs beobachtet (Tsuda et al., 1990, Nishida et al., 1992; Yeh et al., 1996, Piao et
al.,, 1999). Kuroki et al. (1995) und Tsuda et al. (1990) zeigten, dass eine
aggressiveres Tumor-Verhalten wahrend der HCC-Progression mit einem LOH von
16g in Zusammenhang steht. In einem HCC wurde die undifferenzierte Tumor-
Morphologie mit einem Allel-Verlust von 16q korreliert (Shimoyama et al., 1991). Die
vorhandenen Daten zeigen, dass der Verlust der Heterozygotie von Chromosom 16q
ein wesentliche Grundlage in der Genese von Metastasen bei vielen Tumoren ist.

Dies wurde in dieser Region auf die Existenz eines oder mehrerer Gens/e, welche
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das Tumorwachstum hemmen, hindeuten. Das E-cadherin-Gen wurde von Chen et
al. (1991) auf 16g922.1 lokalisiert. Eine reduzierte E-cadherin-Expression kann zur
Storung der Zell-Zell-Adhasion und damit zu Tumor-Invasion und Metastasierung
fuhren (Frixen et al., 1991; Vleminckx et al., 1991; Berx et al., 1995). Ein haufiger
Allel-Verlust unter Beteiligung des Cadherin-Gen-Klusters inklusive E-Cadherin
(16g22.1) wurde z.B. beim Prostata- (Pan et al., 1998; Li et al., 1999) und Mamma-
Karzinom (Driouch et al., 1997; Huipin et al., 1999) nachgewiesen. Slagle et al.
(1993) berichten von Allel-Verlusten unter Beteiligung des E-cadherin-Gens in 85%
der untersuchten HCCs. Funktionelle Inaktivierung von E-cadherin kann zusatzlich
epigenetisch durch Hypermethylierung entstehen (Graff et al., 1995). Eine erblich
bedingte Inaktivierung eines E-cadherin- Alleles ist Ursache des hereditaren Magen-
Karzinoms (Guilford et al., 1998).

4.4.2. Genomische Zugewinne als Hinweis auf potentielle Onkogene beim HCC

Vermehrungen genomischen Materials der untersuchten HCCs auf 1q, 6p, 8q, 17q
und 20q reprasentieren mdoglicherweise genomische Sequenzen fur relevante
protumorigene Faktoren, die in der Hepatokarzinogenese eine Rolle spielen kdnnen.
Die 1g-Amplifikationen wurden bei verschiedenen Malignancen wie z.B. dem
Prostata-Karzinom (Brothman, 1997; Nupponen und Visakorpi, 2000), dem Mamma-
Karzinom (Burki et al., 2000; Larramendy et al., 2000; Seute et al., 2001), dem
papillaren Schilddrisen-Karzinom (Kjellman et al., 2001) und dem Wilms~ Tumor
(Hing et al.,, 2001) nachgewiesen. Diese Daten deuten auf die Lokalisation von
relevanten Protoonkogenen oder anderen potenziellen Tumorgenen auf dem g-Arm
des Chromosoms 1 hin, die auch bei der HCC-Tumorgenese von Bedeutung sind.
Der Chromosomenabschnitt 1912-25 ist die Kernregion des amplifizierten Bereichs.
In dieser Region liegen mehrere Gene, von denen einige an der
Hepatokarzinogenese beteiligt sein konnen. Das FLG Gen (Filaggrin) wurde auf
1921-22 lokalisiert. Profilaggrin ist eine Protein-Komponente der Keratohyalingranuler
der Epidermis. Die Amplifikation des FLG-Gens wurde in mehreren Sarkomen
beobachtet (Forus et al., 1998). Die S100-Proteine werden von Genen kodiert, die
auf dem Chromosom 121 lokalisiert sind. Die Uberexpression von CAPL (S100A4,
S100D, S100A5) und CACY (S100A6) ist mit Tumor-

Progression und Metastasierung assoziiert (Engelkamp et al., 1993; Forus et al.,
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1998). RXRy (Retinoic Acid Receptor Gamma Gen) ist auf 1q22-23 lokalisiert; dieses
Gen wurde urspringlich aus dem HCC eines Patienten kloniert und wurde haufig in
HCCs als Uberexprimiert nachgewiesen (de The et al., 1987; Benbrook et al., 1988).
Das ,RIT1 Gen® ist auf 1921.3 lokalisiert und ist ein Mitglied der Ras-Familie. Das
RIT1-Protein ist in molekularer Struktur und Funktion dem Ras-Protein sehr ahnlich.
Amplifikationen des RIT1-Gens wurden in vielen HCCs gefunden (Li et al., 2003).
Das Onkogen PIM1 eine Serin/Threonin-Kinase wurde von Ragoussis et al. (1992)
auf 6p21.2 lokalisiert. Es ist in der Leber und der Milz wahrend der fdtalen
Hematopoese hoch exprimiert. Im Kontrast dazu ist es bei Erwachsenen nur gering in
zirkulierenden Granulozyten exprimiert. PIM1-Uberexpressionen sind aus akuten
myeloischen und lymphatischen Leukamien bekannt (Amson et al.,, 1989).
Dhanasekaran et al. (2001) berichten von PIM1-Uberexpression beim Prostata-
Karzinom.

Zugewinne von 8q wurden bei Karzinomen der Brust (Tirkkonen et al., 1998), der
Pancreas (Mahlamaki et al., 1997), der Kopf und Hals-Region (Bockmuhl et al.,
1998), der Lunge (Bjorkqvist et al., 1998) und der Leber (Marchio et al., 1997; Wong
et al., 1999) nachgewiesen.

Das c-myc Protoonkogen befindet sich bei Chrgmosom 8q24 wahrscheinlich auf
8924.1 (Taub et al., 1982; Berge-Lefranc et al., 1985). Das c-myc-Gen kodiert einen
Transkriptionsfaktor (MYC), der in die Kontrolle von Zellproliferation und
Differentiation involviert ist. Die Deregulation der c-myc Expression, die durch
retrovirale Insertion, chromosomale Translokation oder Genamplifikation verursacht
werden kann, ist oft mit der Tumorgenese assoziiert. Rearrangements des c-myc-
Gens wurde wegen der Insertion von DNA-Sequenzen des humanen Papillomvirus
(HPV), hauptsachlich HPV16 und HPV18 mit der Entstehung des Gebarmutterhals-
Karzinoms und seinen nichtinvasiven Vorlaufern in Verbindung gebracht. Morse et al.
(1988) berichten vom Rearrangement des c-myc-Gens durch Insertion von LINE-1-
Elementen im Mamma-Karzinomen. Uber die direkte Aktivierung der Telomerase
durch MYC berichten Wu et al. (1999). Die MYC-Uberexpression in der humanen
Hepatom-Zelllinie Hep G2 ist bekannt (Huber und Thorgeirsson, 1987), aulierdem
wurde eine Uberexpression von c-myc in vielen HCCs nachgewiesen (Tabor, 1994).
Die MYC-Uberexpression als Folge einer genomische Amplifikation wurde von
Koskinen et al. (1993) nachgewiesen.
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Wang et al. (2002) haben eine grélRere Frequenz von c-myc Amplifikationen in
metastasierenden HCCs (45%) im Vergleich zu nicht-metastasierenden HCCs (29%)
sowie in rekurrenten HCCs (60%) im Vergleich zu primaren HCCs (38%)
nachgewiesen. Sie spekulieren, dass die Amplifikation des c-myc Protooncogens
eine spate genetische Alteration in der Progression des HCCs darstellt, die mit einer
schlechteren Prognose korreliert. Das Onkogen PVT1 (MY C-Aktivator) liegt 100 bis
500 Kb vom c-myc-Gen entfernt auf 8924 und ist haufig in amplifizierter Form
zusammen mit c-myc in Tumorzellen nachweisbar (Shtivelman und Bishop, 1989;
Shtivelman et al., 1989).

Die 17g-Amplifikation ist in die Tumorgenese zahlreicher Tumoren involviert. Der
ERBB2-Locus wurde von Muleris et al. (1997) auf dem Chromosom 17g21.1
lokalisiert. Es wird mit der Entwicklung von Leukamien (Kaneko et al., 1987),
Adenokarzinomen der Speicheldrise (Semba et al., 1985) und Mamma-Karzinomen
in Verbindung gebracht. Die Uberexpression von ERBB2 fiihrt zu einer Taxol-
Resistenz im Mamma-Karzinom. Yu et al. (1998) zeigten, dass die Taxol-induzierte
Apoptose durch Uberexpression von ERBB2 inhibiert wird.

Amplifikationen von 20g wurden u.a. beim Pankreas-Karzinom (Mahlamaki et al.,
1997), Mamma-Karzinom (Trikkonen et al., 1998), Colon-Karzinom (Schlegel et al.,
1995) und Harnblasen-Karzinom (Reznikoff et al., 1996) nachgewiesen. Das AIB1
(amplification in breast cancer-1) wurde auf 20912 lokalisiert und ist ein Mitglied der
nuklearen Rezeptor-Coaktivatoren (SRC)-1-Familie. AIB1 ist in Mamma- und Ovarial-
Karzinom-Zelllinien sowie in Mamma-Karzinom-Biopsien amplifiziert und
Uberexprimiert. Es interagiert ligandabhangig mit dem Ostrogen-Rezeptor und flhrt
zu starker, oOstrogenabhangiger Transkription. Daher konnte die alterierte AlB1-
Expression zur Entwicklung von Ostrogenabhangigen Karzinomen beitragen (Anzick
et al., 1997). Die AIB1-Amplifikation wurde in HCCs nachgewiesen und als ein
spateres Ereignis in der Progression von HCCs gedeutet (Wang et al., 2002).

Der Zugewinn an genomischen Material aus den genomischen Regionen von
Wachstumfaktor-Genen, die haufig in HCCs Uberexprimiert sind, wie z. B. IGF-II
(11p15.5), wurden bei der CGH-Analyse im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet.
Eine ca. 12-fache IGF-Il Uberexpression wurde bei der Microarray-Analyse von
Tumor# 6 nachgewiesen (siehe Anhang), obwohl die CGH-Analyse von Tumor# 6

(Tab. 3.1) nur Zugewinne an 1q, 8q und Xq zeigte.
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Alle diese Daten deuten darauf hin, dass in diesen Tumor eine genomische

Amplifikation eher nicht fiir die Uberexpression dieses Wachstumsfaktors

verantwortlich ist.
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5. Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit ungefahr 1,000,000 neuen Fallen pro
Jahr einer der haufigsten malignen Tumore weltweit. Es ist hauptsachlich in Stdost-
Asien und im sudlichen Afrika verbreitet. Risikofaktoren sind chronische Infektionen
mit Hepatitis Viren (HBV, HCV), Aflatoxin B1-Belastung und chronischer
Alkoholkonsum. Die Hepatokarzinogenese ist ein komplexer Prozess, der mit der
Akkumulation genetischer und epigenetischer Veranderungen assoziert ist. Die
diagnostischen Kriterien des HCC sind gut etabliet und basieren auf
architektonischen und zytologischen Veranderungen.

Um Veranderungen auf genomischer Ebene in HCCs zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Untersuchung Frischgewebeproben von 21 Patienten mit HCCs und
formalin-fixiertes, paraffineingebettetes Material von 6 Dysplastischen Knoten sowie
formalin-fixiertes, paraffineingebettetes Material von 6 Cholangiozellularen
Karzinomen (CCCs) mittels Comparativer genomischer Hybridisierung (CGH)
analysiert. In den untersuchten HCCs konnte Zugewinne auf 1q (12/21), 6p ( 6/21),
8q (11/21), 17q (6/21), 20q (6/21), sowie Verluste auf 4q (7/21), 6q (4/21), 10q (3/21),
13q (4/21), 16q (3/21) identifiziert werden. Die Validitat der mit diesem Ansatz
erzielten Ergebnisse konnte anhand von unabhangigen Kontrollexperimenten mit
Interphase-FISH-Analyse nachgewiesen werden. Die erzielten Ergebnisse zeigen
eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer mittlerweile ebenfalls
publizierter Studien. Die in Dysplastische Knoten identifizierten Veranderungen sind
Gewinne auf 1q (50% ) sowie Verluste auf 8p und 17p. Daher stellt 1g eine
Kandidatenregion flir die ldentifizierung jener Gene dar, die bereits im frihem
Stadium der Hepatokarzinogenese aktiviert sind.

In den untersuchten CCCs konnten Verluste auf 1p36 (4/6), 9934 (4/6), 6q23-27 (3/6)
und Zugewinne auf 1q21-24 (3/6), 8q13 (3/6). 5921-22 (2/6) nachgewiesen werden.
Im Vergleich mit HCCs zeigten sich Gemeinsamkeiten im Bereich der Zugewinne (1q
und 8q), bei den Verlusten jedoch deutliche Unterschiede.

Die Gen-Expressionsanalyse eines HCCs mit Gewinnen auf 1q, 8q, und Xq zeigte
die Uberexpression von einigen Genen, die in den amplifizierten Regionen liegen.
Daher kann spekuliert werden, dass die DNA-Amplifikation in der
Hepatokarzinogenese bei einigen Genen ein Mechanismus der Aktivierung sein

kann.
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Zusammengefasst konnte somit durch CGH-Analyse charakteristische, genomische
Imbalances des HCC ermittelt werden. Der Vergleich mit Veranderungen bei
pramalignen Lasionen erlaubt die Unterscheidung fruher (pramaligner) und spater
(progressionsassoziierter) Veranderungen.
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253,8
-32,2
165,4
19,2
9751
273,5
163,7
68,7
1710,8
-196,7
167,3
-41,3
302,3
886,5
-298,7
764,5
408,4
179,9
98,1
393,2
179,6
697,9
596,1
335,7
179
62,8
-146,5
361,9
-160,1
5564,5
133,8
117
189,1
33,1
179,5
-2108,8
54122,7
16,3
637,5
309,2
388,3

6783,1
4603,5
289,9
41371
3307,8
-153,1
5183,2
-1730,1
115622,2
-845,5
1032
-384,9
-650,5
10192,8
5680,5
25,8
412,3
4663,1
-8,6
1646,6
2159,6
5381,2
-367,1
-574,2
37767.,4
-1480,2
-1548,9
-1778,3
2289,7
1623,1
-167.,8
1804,5
859,5
1517,7
521,3
1696,3
430,8
1026,8
-159,6
228,7
1440,6
-1145,3
1652,3
-1414,9
3013,5
51577
87,3
679,7

104

1492,5
980,3
-687,8
2737,2
84,2
4406,5
-7,7
99,3
1242,6
-176,7
591,8
28,2
360,1
851,2
-225,7
486,9
-183,3
17791
42,6
178,1
308,1
132,3
41,3
-163,3
397,3
-17,6
55,1
51
322,4
169,4

223,8
195,2
124,3
89,1
441,8
107
96,7
-90,2
203,7
75,8
16,9
260,5
56,7
306,5
54,9
179
482,1



Anhang 105

5 -394,1 360,6 252 -19.4 -376,6 249,6
6 287,6 -3 2215 -479,4 74143 67,8
7 747,5 1107,6 6161,7 4650 -1132,7 185,7
1 601,7 262,5 643,1 73,6 -2580,6 -45,7
2 -97,7 127,2 2523 258,6 244259 133,2
n 3 232,7 93,4 730,4 19421 1409,5 -49,9
4 -303,7 81,3 1386,1 -150,2 309 185,1
5 164,7 161 589,9 235,9 -317,5 3241
6 525,1 111 32,4 -168,9 -801,1 47,6
7 271,7 48,2 6237,7 2259 3104,9 -41,5
D D E E F F
GF1/K GF1/TU GF1/K  GF1/TU GF1/K GF1/TU
1 73,9 264.,4 1260,9 747 3386,8 39522,5
2 553,8 411,9 147,9 -45,1 6100,9 -5625,1
3 297,5 720 965,1 1806 3727,5 835,2
a 4 -687,6 -113,2 424,4 855,4 -451,6 -105,9
5 7256,4 45443 -812,2 -262,1 332,1 87,5
6 -817,6 -1110,2 7939,2 2965,1 -820,4 123
7 -36,6 24591 -863,8 -50,1 2476,2 1701
1 -476,5 2637,7 -37,9 81,8 882,1 3070,4
2 -183,2 -206,1 79 -101,3 94,7 -1281,5
3 285,4 1023,2 32,2 1806 -1141,1 -131,4
b 4 -5639 10,7 758,7 -119,9 -2881 142,7
5 965,8 620,9 -231,7 -218,4 20105,1 1213,4
6 -617,3 283,3 896,6 -122,7 -2956,6 -36,7
7 -279,8 339,3 327,5 151,8 -89,9 1103,9
1 808,9 847,3 256,1 -43,9 22,7 1441
2 595,3 274,2 268,1 2184 -1221,6 235,1
3 -113,6 -271,8 -393,9 169,4 -1301,5 85,9
Cc 4 -459,7 5942 567,8 -21,3 16735,5 250,1
5 1795,2 -1260 33,6 393,4 -62,2 4355,6
6 274,2 -120,1 1031 3141 -1575,8 -583,8
7 3872,9 372,4 218,4 1247,7 -267,3 156,5
1 91,7 961,3 -249,7 408,9 3441 106,4
2 1221 782,9 -690,8 -102,7 -1259,4 -163,7
3 -193,8 -213,9 5546,9 590,4 3816 1189,3
d 4 -714 378.8 578,8 -157,7 -6688,2 7508,4
5 15248,2 468,4 -457,8 1817,8 -1247,2 -371,3
6 -1213,3 -313,4 -419,2 54,3 -1368,1 -164,1
7 2314,4 297,6 -446,2 159,1 964,7 106,6
1 67,8 1396.4 -91,1 1313,7 -251,1 122,5
2 311,6 496,3 -33 -118,7 1067,6 -1,1
3 -84,8 54,7 270,7 -97,8 33648,3 214229
e 4 -151,5 411 533,8 -176 -1438,5 -1267 1
5 831 1208,4 -378,2 108,4 -1280,7 -27,9
6 2615,9 1060 -621,3 -65,3 -2146,5 21,4



Anhang

a B WON -2 NOO O WON 2N OO DN 2NN 2N OO N 2NN 2N OO N N

157,6
603,6
4804,5
-58,7
1749,6
1517,2
48221
-344,7
5767,6
-632,6
-1144,7
1457,3
134,7
730,3
143,5
-268
-519,3
-20,8
23,9
498,2
913,5
208,3
-82,4
314,8
48,3
-317,7
-82,9
755,3
98,1
138,8
-941,3
1808
1159,6
2442
474,2
641,4
2745
-3113,4
8519,8
-44.1
248,8
74,7
890,8
19729,8
-7556,7
-303,9
72,5
96,3

-188
288,8
7429,5
-586
1063.4
3375,6
1052
388,5
889,7
944
-77,8
2159,5
-63,7
143
478,5
-62,3
369
58
167.,5
18,2
421.,8
50,2
296,5
623,4
181,1
149,1
7.4
-7
49,7
86,8
-113
1514,8
1235,7
-390,4
2253
115,7
1486,3
-456,7
13249,5
-297,2
80,8
281,2
1115,9
14159
-778,6
596,8
-43,1
125,5

466,6
2525
1433,8
1042,3
75,4
-242,9
64,1
1750,3
559,6
280,7
-1279,2
-858,1
1990,8
-238,3
83
-2596,9
-1872,7
23,4
511,2
1855,4
-685
556,3
-446,2
-104,3
-218,8

833,2
-30,2
4429
280,8
3990,6
-984,8
28,1
953,7
96,4
-54,8
-252,4
150,5
20,3
-568,8
338,3
66,6
498,8
-174
2420,9
284,7
-285
-438,4

2175,1
175,8
-102,3
734,1
-47,2
3452
-68,8
41441
70
67,9
123,5
-98,8
31454
-284,5
1571
1404,2
20,7
7,9
72,4
1307
-44.,4
24246
588,3
1139,8
13,3
145
850,2
436,9
516,8
579,3
25
-113,3
-65,3
492,4
799,6
58,1
193,7
130,2
-113,7
-70,6
-43,1
364,4
4237
608,2
816,7
491,8
74,1
108,6

5987
-328,5
-672
2721,8
-69,1
803,9
-1216,4
-1833,5
505,2
190,5
1419,2
1039,8
-1494,8
1260,1
-173
130,9
-50,6
-368,3
2377
371,6
-1271,9
16619,6
779,9
1168,5
316,4
332,6
-933,6
-1143,9
5914,3
-84,8
1620,5
-229,7
2773,9
-1157,7
368,6
520,8
-153,1
1193,8
-291,8
4369,7
-174,5
210,3
745,8
877,9
1871
74,8
801,3
210,6

106

-28,4
122,8
-224,3
1384,5
-246,9
504,8
1475,1
-69,2
181,2
-120,2
1000,7
495,1
-103,5
-41,2
767
88,2
77,6
503,1
76,9
-87,8
-196
1695,2
321
8174
-128,5
1046,1
-353,9
-360
8419,7
125,4
20541
-547,3
9793,4
-1536,6
-169,8
263,8
-435,5
6770,3
-457,9
3614
-277,7
-50,5
-52,4
26,7
140,5
-5,9
36,8
88,2



Anhang

N o oA WOWN 2N OO WODN -~ N

78,9
-116,7
4168,9
-584,7
-273,5

17,4
266,6

67,2
-632,6
3363,5

62
-1206,9
-186.,5

736
-48,2

250

2941
-210,2
471,6
25,6
38,3
484,5
-7,3
2168,2
-682,3
1648,9
236,7
95,1
68,9
200,5
38463,4
-3144,1

1155,1
420,6
508,4
357,6
-227
160,8
691,5
107,2
4,1
74,6
626
287,3
10,7
42,5
232,6
-309,2

122
126,1
15102,8
-474,5
4635,8
-322
260
83,5
199,8
968,9
-263,1
2948
-228,9
61,2
334,4
1,7

-1051,3
388,5
2103,5
76,5
-860,5
144
293,2
-447.8
2111,7
5660,4
32,2
497,3
680, 1
-635,7
302,9
-1052,4

76,2
21,5
30,3
9,9
-19,1
42,2
532,3
64,5
54,6
36,6
130
93,9
-48,2
5,3
217,2
-142,4

107



Anhang 108
Ski oncogene (A3a) + Ch1g”-q™*
Ski-related oncogene snon (A3b) 7.4 Ch3

Cyclin G2 (G2/mitotic-specific cyclin G) (A7b) -5.7 Ch.4q
Vascular permeability factor receptor (vascular endothelial growth factor 5 Ch.13q"
receptor 1/Fms-related tyrosine kinase1) (A2c)

DNA-binding protein inhibitor ID-1 (A5e) -4 20q""

TOB (A7e){anti-proliferative protein} -6 179°"-g*
FRA-1 (fos-related antigen 1) (A4f) + Ch11

Cyclin A (G2/mitotic-specific) (A6f) -3.7  Ch.4q”
Cyclin D1 (G1/S-specific) (ABg) 9.4 Ch.12913
Coup transcription factor (v-erbA-related ear-3 protein) (A1i) + 5q’

PIM-1 proto-oncogene (serine/Threonine-protein kinase) (A2)) -6.4 Ch.6p21'2
EB1 (A4k) 5 Ch.20, Ch.17
Plectin (bullous pemphigoid antigen) (A5k) 3.8 Ch.6p'%p"
Myeloid cell nuclear differentiation antigen (MNDA) (A2I) + 1922
Proto-oncogene c-cbl (A4l) + Ch.3q
Hyaluronidase (tumor suppressor [LUCA-1]) (A2m) - Ch.3p
Mothers against DPP protein (chromosome 4 mad homolog Smad1; 5.5 Ch.4
transforming growth factor-beta signaling protein-1[ bsp-1]) (A4m)

Cdk inhibitor (p191nk4d) (A6n) -4.7 Ch.19
P14-cdk inhibitor (A7n) -5.6 ?
Ras-related protein RAB-3b (B4a) + ?
Tyrosine-protein kinase receptor TIE-1 (B19g) 6.3 Ch.1p
Guanine nucleotide regulatory protein NET1 (B4g) + Ch.10p
Natural killer cell enhancing factor B (NKEFB) (B7h) -4.7 ?

Heat shock (heat shock 60-kDa protein 1 [chaperonin]; mitochodrial matrix -6.6 Ch.9q
protein (p1) (B7j)

Tyrosine-protein kinase JAK1 (B5I) + ?

Plasma serine protease inhibitor (protein ¢ inhibitor) (B6l) - Ch.14g%'
Heat shock (heat shock 27-kDa protein1) (B7I) 6.2 Ch.1p, Ch.13
Glutathione s-transferase p (C3b) 4.9 ?
Glutathione s-transferase A1-1 (glutathione s-transferase [GST] Ha subunit -15 Ch.6p'*?[for A2]
1) (C3c)

DAD-1 (defender against cell death 1) (C2f) + Ch.14
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17kd (HHR6A [Yeast RAD 6 homolog]) -4.5 Ch.1q

(Cef)

Growth Arrest and DNA-damage-inducible protein GADDA45 (C7f) -4.7 1p*-p12
Clusterin (complement lysis inhibitor; testosterone-repressed prostate -95 Ch.8p?'-p™
message 2; apolipoproteinJ; sulfated glycoprotein-2) (C2))

Methylated-DNA-protein-cysteine methyltransferase 109  109*®
(0-6-methylguanine-DNA methyltransferase) (C6m)

Glutathione s-transferase microsomal (C2n) -183 Ch.12£)
Nuclear factor NF-KAPPA-B p105 subunit (D1a) 3.6 Ch.4q®-g*
Transcription factor GATA-3 trans-acting T-cell specific (D7a) + Ch.10p
Endothelial transcription factor GATA-2 (D1b) + Ch.3q

DB1 (Zinc finger protein 91) (D3b) 3.6 Ch.17q

Zinc finger x-chrosomal protein (ZFX putative transcription activator, + Ch. xp22-p21‘3
isoform 1) (D7b)

Transcription factor AP-2 (sequence-specific DNA-binding protin) (D4c) + 6p12 (AP-2 beta)
Homeobox protein Hox.B5 (homeobox 2.1 protein [Hox2A]) (D5e) - Ch. 17¢*'-g*
Proliferation-associated protein PAG (D7c¢) -10.5 Ch.1p**"
DNA-binding protein inhibitorn 1D-3 (helix-loop-helix protein 1R21) (D1d) 10.5  Ch. 1p**™3.p*"
Transcriptional activator hsNF2b (estrogen receptor hsNF2b) (D2d) 6.4 Ch. 19
Tristetraproline (zinc finger transcriptional regulator) (D5d) -326  Ch.199"™"
Erythroid krueppel-like transcription factor (GC-box binding protein 20.6 ?
BTEB2)(D1e){binds to the caccc-box in the B-globin gene promotr and

activates TK., probably serves as a general swich factor for erythroid

development.}

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21;cip1; melanoma diferentiation- -4.6 Ch.6p

associated [mda-6]) (D6f)




Anhang

DNA-binding protein inhibitor ID-2 (helix-loop-helix protein ID-2) (D1g)

Transcriptional enhancer factor TEF-1(D4h)

DNA-binding protein SATB1 (special AT-rich sequence binding protein
1[binds to nuclear matrix/scaffold-associating DNAs]) (D5h)

Nuclear factor I-x (CCAAT-binding transcription factor) (D3i)
N-Acetyltransferasex ARD1 (ARD) (D6l)

Transcription factor S-ll-related protein (transcription elongation factor [SII])

(D4m)

Transcription factor ZFM1 (alternatively spliced product) (D2n)
Transcription factor LSF (alpha-globin transcription factor CP2) (D5n)
Delta-like protein (dl k) (D6n)

Erythropoietin receptor (E1c)

T-cell surface glycoprotein CD4 (E5c)

Integrin alpha-3 (E7c){receptor for fibronectin,lamin, collagen}
Vitronectin receptor alpha (integrin, alpha V; antigen CD51) (E5d)
CD44 antigen hematopoietic form (cell adhesion molecule ;CD44)(E6d)
Integrin alpha x (leukocyte adehsion glycoprotein p150,95 alpha chain;
antigen CD11C ;p150) (E7d){mediates cell-cell interaction during
inflammatory responses. it is especially important in monocyt
adhesion and chemotaxis.}

Epidermal growth factor receptor (E1e)

Fibronectin receptor (alpha subunit)(integrin alpha 5) (E7e)

CD30L receptor (lymphocyte activation antigen CD30; Ki-1 antigen) (E5f)
Integrin alpha-6 (E7g)

Endothelin B receptor (EDNRB) (E1h)

Integrin beta-4 (E7h) {alpha6/beta4d may madiate adhesive and/or
migratory funktions of epithelial cells.}

Insulin receptor (E1i) {tyrosine-protein kinase activitat.}
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor alpha chain
(hGM-CSF-R) (E2i)

Interleukin-9 receptor (E3i)

Glutamate receptor metabotropic (subtype 5a) (E4i)

Platelet membrane glycoprotein IIIA (E6j)

Platelet-derived growth factor receptor beta (E1k) {tyrosine kinase
activity,bind specifically to PDGF-B}

Integrin alpha M (neutrophil adherence receptor alpha-M subunit;
complement component receptor 3, alpha; also known as CD11b [p170],
macrophage antigen alpha polypeptide) (E6k)

Interleukin-7 receptor alpha chain (E2I)

CD33 myeloid cell surface antigen (differentiation antigen [CD33]) (E5I)

Integrin beta-5 (E6I)

Granulocyte colony stimulating factor receptor (E1m)

Ciliary neurotrophic factor receptor alpha (cytokine receptor EB13)
(E3m)

Beta-catenin (E7m)

C5A anaphylatoxin chemotactic receptor (E1n)

Insulin-like growth factor Il (somatomedinA) (F1a)

Hepatoma-derived growth factor (Fa)

Monocyte chemotactic protein 1{anti tumor activity} (Fa)
Platelet-derived growth factor B chain (PDGF-B) (F1b)

Macrophage inflammatory protein-2-alpha (MIP2 alpha) (F5b)

Inhibin beta (A chain; activinA, activin AB alpha polypeptide; erythroid
differentiation protein mRNA [EDF]) (F7b)

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (F1c)
Hepatocyt growth factor-like protein (macrophage-stimulating 1) (F4c)
Placental growth factor (PIGF) (F5c)

Transforming growth factor beta (1) (F1e)
Glucose-6-phosphate isomerase (neuroleukin) (F2e)

3.7
3.7
27.8
3.8
-3.6

11.7
5.7

4.7
19

4.4

-9.5
30

49
19
11.7

45
35
-16.6

6.3
-67

109

Ch.2p25,t
Ch.3pcen .
2

Ch.3p

Ch.19p"?
Xq28
Ch.8q

Ch.11

Ch.12

?
Ch_19pt13.3_%13.2
Ch.12p*-p

?

?
Ch1 1 pter_ 13
Ch.16p""

Ch.7p12.3_p12.1
Ch.12q"'-q™
Ch.1p

Ch.2q
Ch.13g%
Ch.17q11_qter

Ch.19p"3?
?

Ch.Xg*®
Ch.11q
Ch.17g*'-q*
Ch.5¢°'-q°

Ch.16p

Ch.5p"
Ch.19q9"**-q13.4,
Ch.1q

Ch.3q

Ch.1 pss_p34.4
Ch.19p

Ch 3p22_p21.3
Ch.19
Ch.11p™?
Ch.1
Ch.17q112_q12




Anhang

Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (F1f)

Interleukin-10 (F6f)

Endothelial-monocyte activating polypeptide Il

Acyl-coA-binding protein (diazepam-binding inhibitor) (F7h)
Interferon-gamma inducible Protein (F4i)

Calgranulin (B) (MRP-14[calcium-binding protein in macrophages, MIF-
related] ) (F4))

Bone morphogenetic protein 1 (F2k)

Hepatocyte growth factor activator (F1n)

Macrophage inflammatory protein 1-alpha (GOS19-1) (F2n) {monokine
with inflammatory and chemokinetic properties.}

110
Ch.17q”'2-q12
Ch. 1

Ch.2q

1q22
Ch.1q12-q22
Ch.8p”’

ch.17q"-q*




