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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Der Nachweis und die Charakterisierung spezifischer genetischer Verdnderungen in
Tumoren tragen nicht nur zum Verstindnis der Tumorpathogenese bei, sondern dienen
auch dem Ziel, molekulare Prognoseparameter zu etablieren. In der vorliegenden Arbeit
sollte die mogliche Rolle von einigen genetischen Alterationen in den Regionen 13ql3,
17q13-21 und 19ql3 als molekulare Prognosemarker fiir sporadische Mamma- und
Kolonkarzinome durch Korrelation mit etablierten histopathologischen
Prognoseparametern evaluiert werden. Dazu sollte durch vergleichende Untersuchungen
von Blut- und Tumor-DNA die Haufigkeit des Vorkommens von Verlusten der
Heterozygotie (LOH) sowie anderer genetischer Alterationen in diesen Regionen bestimmt
und mit histopathologischen Parametern der Tumore wie z.B. Grading korreliert werden.
Kolonkarzinome zeigen eine veridnderte Genexpression des BGP (CEACAMI) Gens. Ein
weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, das BGP Gen, das zur Familie des
Carninoembryonalen Antigens gehdrt, auf LOH als moglichen Hinweis auf eine
Tumorsuppressorfunktion des Gens hin zu untersuchen. Da bisher kein Polymorphismus
fiir das BGP Gen nachgewiesen wurde, sollten zundchst neue BGP-spezifische DNA-
Sonden zum Nachweis von RFLP’s (Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismen) in
DNA gesunder Probanden endeckt und dann in LOH Untersuchungen eingesetzt werden.
Keimbahnmutationen im BRCA1 Gen verursachen eine Disposition zu Mamma- und
Ovarialkarzinomen. Die Frage, welche Rolle somatische Mutationen im BRCA1 Gen bei
der Pathogenese sporadischer Tumore spielen, ist daher von besonderem Interesse. Zum
Zeitpunkt der Durchfiihrung des experimentellen Teils der Arbeit waren noch keine
Mutationen im BRCA1 Gen bei sporadischen Mammakarzinomen beschrieben worden.
Daher war ein weiteres Ziel dieser Arbeit der Nachweis von Mutationen im BRCA1 Gen
sporadischer Tumore, speziell in den Exons 2, 5 und 20. Mit Hilfe der Screening-
Verfahren SSCP- und Heteroduplex-Analyse sollten verddchtige Proben herausgefiltert
und anschliefend sequenziert werden. Zusétzlich sollten die Tumore mit Hilfe der ASO-
Technik hinsichtlich zweier spezifischer, bei erblichen Mammakarzinomen hiufig

auftretender Punktmutationen in den Exons 2 und 20 des BRCA1 Gens untersucht werden.



2. EINLEITUNG

2.1 GENETISCHE ALTERATIONEN BEI TUMOREN

Die Tumorpathogenese wird als ein komplexer Vorgang angesehen, an dem mehrere
genetische und epigenetische Ereignisse beteiligt sind. In den zuriickliegenden Jahren
wurden zahlreiche Gene identifiziert, deren genetische Verdnderungen zur
Tumorentstehung beitragen. Spezifische genetische Verdnderungen eines oder mehrerer
dieser Gene konnen zur Transformation einer normalen Zelle in eine Tumorzelle fiihren.
Durch klonales Wachstum der entarteten Zelle kommt es daraufhin zu einer abnormen
Vergroferung des Gewebes. Dabei ist im neoplastischen Gewebe das Gleichgewicht
zwischen Zellteilung, Differenzierung und Apoptose in Richtung Proliferation verschoben
und / oder die Apoptose ist blockiert. Maligne Tumore unterscheiden sich von benignen
durch infiltratives und destruktives Wachstum. Sie haben das Potential zur
Metastasenbildung. Solide Tumore epithelialen Ursprungs werden als Karzinome
bezeichnet. Geht das Tumorwachstum von einer mesodermalen Zelle aus, spricht man von
Sarkomen. Schon 1914 postulierte Boveri, dass die krebsartige Entartung auf der
Verdanderung des Genoms beruht. Peyton Rous konnte Anfang dieses Jahrhunderts bei
Hiihnern mit Viren Sarkome erzeugen. Rous-Sarkomviren enthalten in ihrem Genom die
Information fiir das Src-Protein, eine Kinase, die Tyrosylreste in Proteinen phosphoryliert,
wodurch dieses Protein urséchlich an der Tumorentstehung beteiligt ist. Das fiir das Src-
Protein kodierende SRC-Gen ist ein Onkogen, das auch beim Menschen vorkommt. Bisher
wurden 60-70 virale Onkogene entdeckt, die sich von zelluliren Genen herleiten. Diese
Onkogene haben als Protoonkogene die Aufgabe, das normale Zellwachstum zu regulieren.
Durch Mutation oder Dysregulation konnen Protoonkogene zu Onkogenen werden, die
aktiv an der malignen Transformation beteiligt sind.

1971 hatte Knudson die ,, Two Hit*“ — Theorie formuliert, die besagt, dass es erst als Folge
der Inaktivierung beider Allele eines Retinoblastom-Gens zur Entstehung eines
Retinoblastoms kommt. Cavenee und Mitarbeiter konnten diese Theorie 1983 durch
Untersuchungen an sporadischen Formen des Retinoblastoms untermauern. Das
Retinoblastom-Gen reprisentiert eine weitere Klasse von Tumorgenen, die
Tumorsuppressorgene. Dieses sind Gene, die als Wildtyp die Tumorentwicklung hemmen.

Durch Inaktivierung beider Allele konnen sie zur malignen Transformation einer normalen



Zelle beitragen ( Knudson et al. 1975, Cavenee et al.1983, Knudson 1986,1996, Deville et
al.2001 ).

Spezifische genetische Verdnderungen von Tumorgenen, also von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen, konnen sowohl spontan durch Fehler in der DNA-Replikation
auftreten als auch durch mutagene Karzinogene induziert werden. Endogene Karzinogene
sind z.B. Sauerstoffradikale. Zu den exogenen Karzinogenen zdhlen chemische
Karzinogene wie Tabak und Anilinfarben, aber auch Strahlung und Viren. Ein bis zwei
Prozent aller menschlichen Tumore sind erblich bedingt. Tumorgene, die in der Keimbahn
von Personen mit familidrer Tumordisposition alteriert sind, konnen auch bei der
Entstehung sporadischer Tumore, bei denen genetische Alterationen von Tumorgenen nur
in somatischen Zellen auftreten, eine Rolle spielen. Hinweise auf eine erbliche Disposition
fiir Tumorerkrankungen sind das Auftreten eines bestimmten Tumors oder von seltenen
Tumoren bei zwei oder mehreren Verwandten ersten Grades, die Manifestation des
Tumors in einem frilhen Lebensalter, das Vorkommen multipler Tumoren bei einem
Patienten in einem Organ oder in typischer Kombination (z.B. Mamma- und
Ovarialkarzinom) und die Assoziation von Tumoren mit angeborenen Fehlbildungen. Eine
familidre Disposition kann unter anderem fiir das Mamma- und Kolonkarzinom vorliegen.
In den letzten Jahren wurden durch Genotypisierung und Phénotypisierungsmethoden die
Progression des Brustkrebses intensiv analysiert, wobei sich zwei Karzinomrisikotypen
sich herausstellen. 1.Mit hohem Karzinomrisiko (Grad III ) 2. Mit niedrig Karzinomrisiko
(Grad I). Die Grad I und die tubuldre Karzinome zeigen neben einem typischen hohen
Verlust des 16q nur eine geringe Zahl von genetischen Alterationen , wobei Grad III
Tumore sich mit Verlusten von 11q, 14q, 8p,13q und mit Gewinnen (Amplifikationen) von
17q, 8q 11q und 20q (Roylance et al. 1999, Perou et al. 2000, Buerger et al. 2001)
auszeichnen. Die Aufgabe in den nichsten Jahren wird es sein, das Verstindnis der
molekularen Evolution der Brustkrebsentstehung in praktische Methoden umzuwandeln

und diese passsend fiir die diagnostische Zwecke zu verwenden.



2.2 DAS MAMMAKARZINOM

Das Mammakarzinom ist das hdufigste Malignom der Frau in der westlichen Welt. Die
Inzidenz betrdgt 1 : 1000 Frauen pro Jahr mit einem Altersgipfel in der 7. Lebensdekade.
Neben einer familiiren Pridisposition, die etwa 5% aller Brustkrebserkrankungen
ausmacht, werden endokrine und Umwelteinfliisse als Risikofaktoren diskutiert (Preif3 et
al. 1999). Epidemiologische Studien zeigten, dass Korrelationen zwischen dem Auftreten
von Mammakarzinomen und Merkmalen wie frilhe Menarche, fehlende oder spéite
Schwangerschaften und dem Vorliegen einer fibrozystischen Mastopathie mit atypischen
Hyperplasien, bestehen. Desweiteren wurde bei Frauen mit erhohtem Konsum von
fetthaltigen Speisen, die mit der Ostrogenproduktion postmenopausal interagieren, eine
hohere Inzidenz von Mammakarzinomen gefunden (De Waard 1975, Colditz et al. 1993).
Als weiterer Risikofaktor wird eine Strahlenexposition angesehen.

Die Beurteilung der Erkrankung wund ihrer Prognose sowie entsprechende
Therapieentscheidungen erfolgen an Hand der pathologisch-anatomischen und
histopathologischen Befunde (WHO-Klassifikation nach Rosen und Obermann 1992, van
Nuys-Klassifikation und Silverstein et al. 1991 Stadieneinteilung entsprechend der TNM-
Klassifikation).  Gesicherte  klassische = Prognosefaktoren sind der  axillédre
Lymphknotenstatus (Nodalstatus), der histologische Differenzierungsgrad (Grading), der
Progesteronrezeptorstatus und der Steroidhormonrezeptorstatus.

Zur Beurteilung der Prognose werden auBlerdem Tumormarker wie CEA, CA15-3, TPA
und EGF-Rezeptor hinzugezogen. Sogenannte ,,neuere Prognosefaktoren” wie Ki-67, c-erb
B2 (HER2-neu) und TP53, die immunhistochemisch nachgewiesen werden kdnnen, sollten
nur bei speziellen Fragestellungen (z.B. im Rahmen von Studien) untersucht werden. Da
thre prognostische Relevanz mit Ausnahme von c-erb B2 noch umstritten ist, ist die
Analyse dieser Parameter nach heutigem Kenntnisstand als Routineuntersuchung nicht
gerechtfertigt.

Ein Ziel der molekulargenetischen Tumorforschung ist die Identifizierung von spezifischen
genetischen Verdnderungen in Tumoren, die unabhédngige prognostische Parameter
darstellen und somit zu Therapieentscheidungen herangezogen werden konnen. Unter
diesem Aspekt sollten in der vorliegenden Arbeit klassische Prognosefaktoren wie Grading
oder Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus mit genetischen Veréinderungen wie Verlust

der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) bei sporadischen Mamma- und



Kolonkarzinomen korreliert werden (Deville et al. 1989, Lakhani et al. 1999, Washington
et al. 2000, Selim et al. 2001, Larson et al. 2002). In den letzten Jahren sind Dank vieler
Forschungsgruppen in Rahmen der Humangenomprojekts viele Moglichkeiten in der
Tumorbiologie entstanden, die eine Analyse der Struktur und Expression von tausenden
Genen auf Chip basierten  Arrays erlauben. Die Féhigkeit der so erhaltenen
molekulargenetischen Markerprofile wird zurzeit fiir die Prognose, den klinischen Verlauf
und Therapieerfolg von Karzinomerkrankungen iiberpriift (siche Diskussion Seite 68).

Eine weitere Aufgabe der molekulargenetischen Tumordiagnostik ist, durch den Nachweis
spezifischer Mutationen in bekannten Tumorgenen, die hereditire Disposition fiir Tumore
zu untersuchen. Seitdem mit BRCA1 und BRCA?2 zwei Brustkrebs-spezifische Tumorgene
kloniert wurden (BRCA1: Hall et al.1990. King 1990, Miki et al. 1994, Vogelstein und
Kinzler 1994, BRCA2: Wooster et al. 1994,1995, Tavitigian et al. 1996), die mit einer
erblichen Disposition zum Mammakarzinom korrelieren, kann ein erhohtes Brustkrebs-
Risiko mit molekulargenetischen Methoden nachgewiesen werden (Easton et al. 1996).
Das BRCAI1 Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (17q21) zwischen den
Markern D17S1321 und D17S1325. Es erstreckt sich iiber eine Linge von circa 1 Mb,
besitzt 24 Exons, kodiert fiir ein Protein mit 1863 Aminosduren und besitzt mit einem
Zinkfinger am aminoterminalen Ende Transkriptionsfaktor-Aktivitat (Black 1994, Miki et
al. 1994).

In der Abb. 1 ist das menschliche Chromosom 17 schematisch dargestellt (Miki et al.
1994). Die Region, die das BRCA1 Gen enthélt, wird distal von den bekannten Genen
CA125 und RNU begrenzt. Intragenisch liegt der Marker D17S855, einer der Marker, die
ich fiir meine LOH-Analysen in sporadischen Tumoren benutzte.

Smith et al. (1992), Cropp et al.(1993,1994) und Foulkes und Narod (1995), zeigten eine
hohe Frequenz von LOH im Bereich des BRCA1 Gens bei sporadischen Brust- und
Ovarialkarzinomen. Dies spricht dafiir, dass das BRCA1 Gen ein Tumorsuppressorgen ist
(siche 1.4).

Charakteristische Mutationen des BRCA1 Gens wurden bei familidfren Mamma- und
Ovarialkarzinomen gefunden (Simard et al. 1994, Sorlie et al. 1998). Nach Ponder (1994)
war bei iiber 80% der Frauen, die vor dem 40. Lebensjahr an einem Mamma- und
Ovarialkarzinom erkrankten, das BRCA1 Gen verdndert. Bethwaite und Mitarbeiter
zeigten 1996 in ihrer Studie, dass ca. 40% aller familiir gehéuft auftretenden
Brustkarzinome genetische Verdnderungen im BRCA1 Gen aufweisen. Erste Berichte tiber

Mutationen im BRCA1 Gen bei sporadischen Mammakarzinomen erschienen um 1999



(Garcia Patino et al. 1998, Khoo et al. 1999). Mehrere Studien familidrer
Mammakarzinome (Brown et al.1996, Katagiri et al. 1996, Ozcelik et al. 1996) haben
festgestellt, dass Mutationen im BRCA1 Gen unregelmifBig verstreut liegen und keine
Hotspot-Sequenzen aufweisen (Futreal et al. 1992, Miki et al. 1994, Simard et al. 1994,
Shattuck-Eidens et al. 1995, Couch und Weber 1996, Sorlie et al.1998).
Mutationstragerinnen haben ein erhohtes Risiko fiir Ovarialkrebs (Thompson und Easton,
2002).

Studien von Simard et al. (1994) zeigten, dass einige BRCA1 Mutationen in Familien mit
erhohtem Brustkrebsrisiko, wie z. B. Ashkenazi Jiidinnen, eine hohere Inzidenz aufweisen.
Dazu gehort die 185delAG-Mutation des Exons 2. Dies ist eine Deletion eines AG
Dinucleotids im Kodon 23 des Exons 2 des BRCA 1 Gens, welches ein Stop Signal am
Kodon 39 hervorruft. Struewing et al. (1995a) hat die 185delAG-Mutation mit einer
Haufigkeit von 0,9% (8/858) bei Ashkenazi Jidinnen gefunden. Die Mutation 5383insC im
Exon 20 des BRCA1 Gens wurde mit einer Haufigkeit von 0,13% bei Ashkenazi Jiidinnen
mit Brustkrebs nachgewiesen (Roa et al. 1996, Tonin et al. 1996). Von besonderem
Interesse hinsichtlich des Verstidndnisses der Pathogenese des Mammakarzinoms ist die
Frage, ob diese Mutationen auch bei sporadischen Tumoren vorkommen, und dies sollte in

der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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Abb. 1: Region des BRCA1 Gens mit flankierenden Markern auf Chromosom 17q (Miki et
al. 1994)
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Im September 1994 wurde ein zweites Tumorsuppressorgen, das BRCA2 in der Region
13q12-q13 von der Arbeitsgruppe Wooster et al. lokalisiert und 1996 von Tavatigian et al.
kloniert. Mit Hilfe der LOH-Analysen war gehéduft ein Verlust von Heterozygotie in
diesem Bereich bei familidren Brustkarzinomen gefunden worden. Die Region ist circa 6
Centimorgan grof3 und liegt zwischen den Markern D13S260 und D13S171. Das BRCA2
Gen ist 70 kb groB3, hat ein Transcript von 11 kb, besitzt 26 Exons und kodiert fiir ein
Protein von 3418 Aminosduren. Wie beim BRCA1 kommen auch beim BRCA2
Mutationen unregelmdfig verstreut im gesamten Gen vor (Lancaster et al. 1996,
Tavatigian et al.1996). Allelverluste in sporadischen Brusttumoren lassen vermuten, dass
es sich bei dem BRCA2 Gen ebenfalls um ein Tumorsuppressorgen handelt. In 45% der
Félle mit familidrem Mammakarzinom (Easton et al. 1993) fanden sich Mutationen im
BRCA2 Gen, nicht jedoch in jenen mit Ovarialkarzinomen. Andersen et al. (1996) und
Couch et al. (1996) zeigten, dass das BRCA2 Gen in 40% der Familien verdndert war, in

denen Manner an Brustkrebs erkrankten.

Der Nachweis von strukturellen Anderungen sowohl intragenisch im BRCA1 Gen als auch
in benachbarten Regionen der Gene BRCA1 und BRCA2 bei sporadischen Tumoren und
deren Korrelation mit histopathologischen Prognoseparametern soll unter anderem

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

Weitere Gene, die eine Disposition fiir das familidr gehéufte Auftreten von
Mammakarzinomen tragen konnen, sind das Ataxia Teleagiectasie (ATM) Gen, das EST
Gen und das HRAS1 Gen. Nach Foster et al. (1996) haben heterozygote Anlagetrigerinnen
des defekten ATM-Gens ein 4- bis 12-fach hoheres Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Die
neueren Untersuchungen haben diese Beobachtung nicht bestitigt (Izatt et al.1999, Angele
et al. 2000). Chen et al. (1998) postulierten, dass das ATM Gen kein Tumorsuppressorgen
sei und Mutationen im ATM Gen nicht allein die Ursache fiir die Brustkrebsentstehung
seien. Eine relevante Nebenbeobachtung machten Appleby et al. im Jahre 1997, in dem sie
fanden, dass Patientinnen mit Mammakarzinomen und Verdnderungen im ATM Gen nach

Radiotherapie schwere Gewebsnekrosen entwickeln.

Ein durch Brustkrebs gekennzeichnetes hereditdres Krebs-Syndrom mit autosomal
dominantem Erbgang ist das Li-Fraumeni-Syndrom. Die molekulare Grundlage fiir das Li-

Fraumeni-Syndrom ist bei der liberwiegenden Zahl der Patienten eine Keimbahnmutation
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im TP53 Gen (Malkin et al. 1990, Zaleda Headman et al. 1997). Das TP53 Gen ist das bei
Krebserkrankungen des Menschen am héufigsten verdnderte Gen (Wagener 1996).
Somatische TP53 Mutationen treten bei etwa 50% der sporadischen Tumore auf (Zeleda-
Headman et al. 1994). Es handelt sich um ein Tumorsuppressorgen, das durch bestimmte
Punktmutationen in seiner kodierenden Sequenz zu einem dominanten Onkogen werden
kann. Li et al. (1997) klonierten das PTEN Gen welches in etwa bei 10% der Brusttumoren

mutiert ist.

Bei einer Vielzahl von Fillen familidr gehduft auftretender Mammakarzinome konnten die
krankheitsverursachenden Gene noch nicht identifiziert werden. Bei der Suche nach
solcher Gene mit Hilfe von LOH und Kopplungsuntersuchungen in Familien mit
vererbten- und spontanem Brustkrebs haben Hinweise auf Chromosomen 8p12, 3p, 12q,
20q und 22ql13 ergeben (Sato et al. 1990, Andersen et al. 1992, Simard et al. 1993,
Kirchweger et al. 1994, Thompson et al. 2002), die bis jetzt aber erfolglos geblieben sind.
Es wird vermutet dass der gemeinsame Effekt von einigen wenig penetranten Genvarianten
ein erhohtes Krebsrisiko in Patienten ohne Mutationen in BRCA1 und BRCA2 Gene
erzeugen. Dabher ist die Entdeckung weiterer Tumorgene ein Ziel molekulargenetischer
Tumorforschung, das dem Verstindnis der Tumorpathogenese und damit moglicherweise

der Entwicklung neuer Therapieansitze dient.
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2 DAS KOLONKARZINOM

Bei den malignen Kolontumoren handelt es sich in 95% der Félle um Adenokarzinome, die
sich aus gutartigen Adenomen entwickeln. Es sind die hdufigsten Tumore des Gastro-
intestinaltraktes in Deutschland. Bei rechtzeitiger Entdeckung haben sie eine giinstige
Prognose. Die Tumore sind zu 50% im Rektosigmoid, zu 25% im Colosigmoid und in zu
10% im Zokumbereich lokalisiert. Die Inzidenz liegt bei 2,5: 10000 Einwohner pro Jahr in
Deutschland. In den USA ist das Kolonkarzinom der zweithdufigste Krebs beim Mann und
der dritthdufigste bei der Frau. Die hochste Inzidenz wird in Australien und Neuseeland,
die niedrigste in Afrika und Siidamerika festgestellt. Diese epidemiologischen Daten
verweisen auf den EinfluB von Umweltfaktoren auf die Entstehung von Kolonkarzinomen.
Einige Studien wie die Studie von Hsing et al. 1998 zeigen, dass ein hoher Konsum von
tierischem Fett und Fleisch sowie ein niedriger Anteil von Pflanzenfasern in der Nahrung
mit einem erhohten Erkrankungsrisiko korrelieren. Dieses Ergebnis wurde in der
prospektiven Kohortenstudie von Fuchs und Giovannucci (1999) nicht bestitigt. Eine hohe
Zufuhr von Ballaststoffen konnte das Erkrankungsrisiko nicht minimieren. Als
kanzerogene Metabolite werden bakterielle Metabolite in Gallenséduren, fliichtige Phenole
und Methylazoxymethane diskutiert. Als weitere Karzinogene werden Asbest und
Nitrosamine angesehen.

Disponierende Erkrankungen sind kolorektale Adenome, besonders die familidre Kolon-
adenomatose und Colitis ulcerosa nach 10 jidhrigem Krankheitsverlauf sowie Morbus
Crohn nach 15 jdhrigem Krankheitsverlauf.

Frihsymptome sind Miidigkeit, Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust, StuhlunregelmafBig-
keiten, Wechsel von Obstipation und Diarrhoen als sogenannte paradoxe Diarrhoen,
Bleistiftstuhl, Blutungen und Blutauflagerungen auf dem Stuhl sowie Schmerzen. Der
Manifestationsgipfel liegt im 60. bis 70. Lebensjahr. Die Erkrankung kann aber auch vor

dem 30. Lebensjahr auftreten.

Bei sporadischen Kolonkarzinomen werden in  verschiedenen Tumorstadien
unterschiedliche genetische Alterationen beobachtet. Mutationen der RAS Gene finden
sich bei zahlreichen groBen Adenomen und Karzinomen. Vogelstein und Mitarbeiter
(1988) fanden in bestimmten Stadien der Entstehung und Progression sporadischer
kolorektaler Tumore in nahezu 50% der Félle Punktmutationen des RAS Gens. Es wird

vermutet, dass bei der Tumorentwicklung die Onkogene RAS und MY C durch Mutationen
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aktiviert werden. Gleichzeitig konnen aber auch Gene ihre Funktion verlieren, die
normalerweise die Tumorogenese unterdriicken; Tumorsuppressorgene wie z.B. das TP53
Gen oder das APC Gen auf Chromosom 5q21-22 fiir das Kolonkazinom Adenomatosis
polyposis coli.

Alleldeletionen betreffen bei der familidren Kolonpolypose das Chromosom 5q. Bei den
kolorektalen Karzinomen kénnen noch Alleldeletionen aut den Chromosomen 17p und 18q
hinzukommen. Fearon zeigte 1990 an seinem Modell die Adenom-Karzinom-Sequenz in
der kolorektalen Karzinogenese. Einige Mutationen von Tumorgenen sind mit frithen
Tumorstadien assoziiert, wie zum Beispiel Mutationen des FAP Gens, wéhrend andere

Mutationen erst spéter in der Tumorprogression auftreten wie z.B. p53 Mutationen.

Eine Ubersicht iiber das hereditire nicht-polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC= human
nonpolyposis colorectal cancer) gibt die Arbeit von Wehner et al. (1997). Die autosomal
dominante Préddisposition zum HNPCC beruht auf Keimbahnmutationen in 4 Genen
(hMSH2, hMLH1, hPMS1 und hPMS2), die ein Mismatch Repair verursachen (Wagener
1996). Bisher wurden bereits tiber 40 Keimbahnmutationen in den Reparaturgenen hMSH2
und hMLHI1 beschrieben. Die grofite Zahl dieser Defekte wurde durch direktes
Sequenzieren oder durch Protein-Truncation-Tests entdeckt. Mit Hilfe von SSCP- und
Heteroduplex-Analysen als Screeningmethoden entdeckten Wehner et al. (1997) 8 neue
Keimbahnmutationen in den Genen hMSH2 und hMLHI1 sowohl bei familidr gehéuft
auftretenden Tumoren als auch bei scheinbar sporadischen Tumoren, die eine
Mikrosatelliten-Instabilitdt zeigen. In Wehner’'s Studie wurde bei einem Patienten mit

mutmaBlich sporadischem Tumor eine Keimbahnmutation gefunden.

Die familidre Adenomatosis Polyposis coli (FAP) ist gekennzeichnet durch multiple
Kolonpolypen, die im 2.-3. Lebensjahrzehnt entstehen und Vorstufen fiir Darmkrebs sind.
Durch Kopplungsanalysen in einer Familie eines Patienten mit einer Deletion auf
Chromosom 5q wurde erstmals durch Bodmer et al. (1987) sowie zeitgleich durch Leppert
et al. (1987) der FAP-Locus entdeckt. Aber auch Solomon et al. (1987) und Vogelstein et
al. (1988) haben in nicht familidren Formen von Kolonkarzinomen diesen hdufigen

Allelverlust beschrieben.

14



Die Beobachtung von Sasaki et al. (1989), dal FAP-Patienten Heterozygotieverluste
beziiglich genetischer Marker auf Chromosom 5q zeigen, lieB vermuten, dass flir die
Entstehung eines Karzinoms eine komplette Inaktivierung dieses Locus erforderlich ist.
Einige Verdnderungen von Tumorgenen sind mit frithen Tumorstadien assoziiert, wihrend
andere Mutationen erst spéter in der Tumorprogression auftreten und somit eher die
Invasivitdt und damit die Metastasierung beeinflussen.

Das in Abbildung 2 dargestellte Modell zeigt Mutationen von Tumorgenen, die bei der
Entwicklung von einem normalen Epithel zu einem kolorektalen Karzinom im Sinne einer

Adenom-Karzinom-Sequenz auftreten kdnnen.

Gen: Mutation 5 q 2p3p Rearrangement Untermethylierung
Verlust APC (FAP) hMSH2,hMLH1 der DNA
! l
Normales Epithel ——  » Epithel mit ——— P Adenom
iiberméBiger Zellvermehrung (Friihstadium)
12 p Mutation in k-ras 18q 21.3 Verlust DCC p53 Mutation
! ! !
» Adenom ——— — P Adenom ——— P Carcinoma
(mittleres Stadium) (Spatstadium) in situ
17p Verlust p53 Andere Verinderungen
(hier z.B. Verlust von BGP?)
! l
» Karzinom » Metastasen

Abb.2: Mutationen von Tumorgenen, die bei der malignen Transformation eines normalen
Epithels zum Karzinom auftreten [Geéndert nach Fearon und Vogelstein 1990, Wagener
1996].
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Ein fraglicher Tumorsuppressorgen, das in der Pathogenese des Kolonkarzinoms
moglicherweise eine Rolle spielt (Kunath et al.1998) und in dieser Arbeit untersucht
wurde, ist das Bilidre Glycoprotein (BGP). Das BGP oder CD66a oder seit dem Jahre 2000
CEACAMI1 genannt, ist ein Zelladhdsionsmolekiil aus der Immunglobulinsuperfamilie,
die im Epithel-, Endothel- und myeloischen Zellen normaler Gewebe exprimiert wird.
Nach Sippel et al. (1993) liegt die Bedeutung des BGP einerseits in einer
Adhisionsfunktion bei der hepatozytischen Aggregation wihrend der Embryogenese und
andererseits in der Bildung der Kolongewebearchitektur. Nach Thompson et al. (1991)
gehort das BGP zur CEA-Familie (Carcinoembryonales Antigen) und zur Immunglobulin
Superfamilie im Bereich von Chromosom 19q13.1-q13.3, eine Annahme, die von Skubitz
et al. (1993) bestétigt wurde. Das menschliche CEA ist ein Oberflichenglycoprotein, das
1965 von Gold und Freedman als Tumorantigen entdeckt und untersucht wurde. Thompson
und Mitarbeiter klonierten 1995 das CEA Gen und studierten dessen Expression in einigen
Organen. Das CEA kommt in zahlreichen Geweben vor (Prall et al. 1996).

In einer Arbeit von Keck et al. (1995) wurde die Expression von CEA in gastrointestinalen
Tumoren untersucht. NCA (nonspecific crossreacting antigen) wurde upreguliert in
Kolontumoren, andere CEA Untergruppen wie das BGP1 und CGM2 jedoch waren
beziiglich ihrer transkriptionellen Aktivitit downreguliert, sowohl in menschlichen
Kolonkarzinomen als auch in Kolonkarzinomen von Maéusen und entsprechenden
Zelllinien. Die Expression von CD66a ist in den meisten kolorektalen Karzinomen und in
den hepatischen Tumoren downreguliert (Neumaier et al. 1993, Rosenberg et al. 1993).

In den intensiven Arbeiten von Neumaier und Wagener am Universititsklinikum
Hamburg-Eppendorf, wurde gezeigt, dass im Gegensatz zu CEA- und NCA-spezifischer
mRNA die Expression von BGP-spezifischer mRNA in mehr als 80% der kolorektalen
Karzinome im Vergleich zur korrespondierenden normalen Mukosa downreguliert ist
(Wagener 1996).

Der Verlust der CD66a Expression geht einher mit einem Verlust der Zelladhdsion und
erleichtert somit das Ablosen einer Tumorzelle aus dem Zellverband mit dem Resultat
einer Metastasierung. Weiterhin hat bereits Sippel et al. (1993) und spiter auch Godfraind
und Langreth (1995) vermutet, dass das BGP Mikroorganismen bindet und enzymatische
ecto-ATPase Aktivitét besitzt sowie fiir den Gallensalztransport mitverantwortlich ist.

Die Downregulation der BGP Genexpression in Kolonkarzinomen ist moglicherweise auf
einen Verlust der Heterozygotie zuriickzufiihren. Dies wiirde dafiir sprechen, dass das BGP

Gen Tumorsuppressoraktivitit besitzt.
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Um diese Theorie zu erhdrten, war es ein Anliegen meiner Arbeit, Polymorphismen fiir
den BGP-Locus zu finden und anschlieBend LOH-Analysen durchzufiihren. Bei
sporadischen kolorektalen Kazinomen ist zu 90% das CEA-Gen verdndert (Neumaier et al.
1993). Besonders in der CEA-Familie sind die mRNA’s des CD66a und CGM2, die
mRNA's hiufig downreguliert. (Nollau et al. 1997). Auch wurde die Expression von
CEACAMI1 Protein in verschiedenen anderen Tumoren wie Prostata-, Harnblasen-,
Endometrium- und Brustcarzinomen untersucht und erniedrigt gefunden (Kleinerman et al.
1995, 1996, Luo et al. 1997, Bamberger et al 1998, 2001, 2002). Diese und andere Studien
erhirteten die Vermutung, dass das BGPa/ CEACAMI1 ein Tumorsuppressorgen ist. In
Brustkarzinome war das Gen in nur etwa 30 % der Brustkarzinome downreguliert
(Riethdorf et al. 1997, Huang et al. 1998). Kirschner et al. (2004) fanden, dass die
Expression und Alteration von CEACAMI1 in den Karzinomen in situ und invasiven

Brustkarzinomen keinen Unterschied zeigen.
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3 NACHWEIS VON GENETISCHEN ALTERATIONEN BEI
TUMOREN

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, treten genetische Verdnderungen von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen bei erblichen Tumoren in der Keimbahn auf,
wihrend sie bei nicht erblichen Formen von Krebs nur in somatischen Zellen vorkommen.
Dementsprechend unterscheiden sich die molekulargenetischen Nachweisverfahren. Mit
Hilfe von Kopplungsanalysen wurden beim familidr gehduft auftretenden Brustkrebs die
disponierenden Gene BRCA1 und BRCA? identifiziert. Nachdem bei einem Patienten mit
Familidrer Adenomatose Polyposis (FAP) eine cytogenetisch erkennbare Deletion auf 5q
entdeckt worden war (Bodmer et al. 1987, Leppert et al. 1987), konnte auch das
verursachende FAP Gen durch Kopplungsanalysen kartiert werden.

Ein anderer methodischer Ansatz bietet sich fiir sporadisch auftretende Tumore an. Hier
lassen sich spezifische genetische Alterationen durch Vergleich der DNA aus
Tumorgewebe mit DNA aus gesundem Gewebe des Patienten, z.B. Blut, identifizieren. So
konnen  tumorspezifische  Deletionen  durch  vergleichende  Analyse  von
Chromosomenabschnitten, fiir die eine konstitutive Heterozygotie nachgewiesen wurde,
gefunden werden. Der Verlust eines Allels, d.h. der Verlust der Heterozygotie (LOH), in
der Tumor-DNA dient als Hinweis auf Loci von potentiellen Tumorsuppressorgenen, die
als Folge der Deletion inaktiviert werden.

Bei Mammakarzinomen wurden Verluste der Heterozygotie hiufig in den Regionen 13q14
(RB-Locus), 1721 (BRCA1-Locus) und 13q12-13 (BRCA2-Locus) festgestellt (Sato et al.
1990, Andersen et al. 1992, Chen et al. 1992, Zeleda-Headman et al. 1994, Nagai et al.
1999). Auch solche Verluste sind in den Regionen der Chrosomen 1p, 1932, 3p24, 7q31,
11p15, 11q13, 16922, 17p21, 19q und Xq gefunden worden (Review in Larson et al.
2002). In Kolonkarzinomen sind folgende Regionen hauptsidchlich durch LOH betroftfen:
8p, 18p, das TP53 Gen auf dem Chromosom 17p, sowie das DCC Gen auf Chromosom
18q (Marshall, 1991). Tanner et al. (1995) berichteten iiber eine deutliche Amplifikation

der Region 20q13 in Brusttumoren.

Erste Untersuchungen zum Verlust der Heterozygotie wurden 1980 mit Hilfe der
Restriktionsfragmentlingen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse durchgefiihrt (Botstein et
al. 1980, Gusella, 1986, Pellagata et al. 1998). Hierfiir wurde genomische DNA mit

Restriktionsendonucleasen  geschnitten und im Agarosegel aufgetrennt. DNA-
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Polymorphismen, die Restriktionsenzymschnittstellen verdndern, konnten so durch die
unterschiedliche Lange der DNA-Fragmente nachgewiesen werden.

1985 fanden Jeffreys und Mitarbeiter, dass es im menschlichen Genom Regionen gibt, die
aus kurzen, sich wiederholenden DNA-Sequenzen (Tandem repeats) bestehen. Die Anzahl
dieser Einheiten und somit die Lénge der entsprechenden DNA-Fragmente, kann von
Mensch zu Mensch variieren (Polymorphismus). Mikrosatelliten bestehen aus einfachen
repetitiven DNA-Sequenzen einer Linge von meist 1 bis 4 Basenpaaren. Mit Hilfe der
PCR-Technik und polymorpher Mikrosatellitenmarker kann DNA aus gesunden Geweben
betroffener Patienten (z.B. Leukozyten des peripheren Blutes) im Vergleich zu DNA aus
Tumorgeweben in Hinblick auf polymorphe DNA-Fragmente (Mikrosatellitenfragment-
Langenpolymorphismen) analysiert werden. Dies erlaubt den Nachweis des Verlustes der
Heterozygotie (LOH) und anderer genetischer Verdnderungen wie Insertionen,
Tanslokationen und Instabilitdt. Dabei ergibt sich bei der Analyse von Gewebeproben aus
Tumoren die Schwierigkeit, dass der Verlust der Heterozygotie sich oft als scheinbar

unvollstdndiger Verlust zeigt, d.h. lediglich als Abschwéchung einer Bande im Gel.

Mutationen in bekannten Tumorgenen kénnen durch verschiedene Screening-Verfahren
und anschlieende Sequenzierung nachgewiesen werden. Eines dieser Verfahren ist die
SSCP (single strand conformation polymorphism)-Analyse, die erstmals 1989 von Orita
beschrieben wurde. Die Technik beruht auf dem Prinzip, dass DNA-Einzelstrdnge von
PCR-Produkten mit unterschiedlicher Primérstruktur sich in ihrer Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld eines Polyacrylamidgels unterscheiden. Die SSCP-
Methode gibt mit 80-90%-iger Sicherheit einen Hinweis auf verdnderte DNA-Sequenzen
(Orita et al. 1989, Dean und Gerard 1991, Hayashi, 1991).

Ein weiteres Verfahren des Mutationscreenings in PCR-Produkten ist die Heteroduplex-
Analyse (Triggs und Gravel 1989, Keen et al. 1991). Die Sensitivitit der
Heteroduplexanalyse betrdgt bet DNA-Fragmenten bis 300 bp ca. 80-90% und ist somit
vergleichbar mit der SSCP-Technik (White et al. 1992, Grompe 1993).
Heteroduplexstringe weisen gegeniiber Homoduplexstringen eine verdnderte
Sekundarstruktur auf, die eine geringere elektrophoretische Beweglichkeit in
Polyacrylamidgelen zur Folge hat, so dass eine zusétzliche, langsamer wandernde Bande

nachgewiesen werden kann.
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Zum Nachweis haufig auftretender Mutationen konnen spezielle Techniken wie die ASO-
Methode (allel specific oligonucleotide hybridisation) nach Michaud et al. (1992)
eingesetzt werden. Hierbei werden bekannte Punktmutationen mit Hilfe von
Oligonucleotidsonden einer Linge von 15-20 Nucleotiden nachgewiesen. Die denaturierte
Tumor-DNA hybridisiert nur dann mit der Oligonucleotidsonde und wird zu einem
Doppelstrang, wenn die Basensequenz zwischen Sonde und DNA vollstindig
komplementir ist. Es reicht eine einzige Fehlpaarung aus, damit der Heteroduplex
auseinanderfillt, so dass in der anschlieBenden Southernblotanalyse keine Produkte

nachweisbar sind.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 Tumorgewebe und Blutproben
Tumorgewebe und Blutproben von 44 Mammakarzinom-Patientinnen wurden von der

Frauenklinik des Universitéitsklinikums Hamburg-Eppendorf sowie Tumor- und Blut-DNA
von 10 Kolonkarzinom-Patienten aus dem Krankenhaus Elim zur Verfiigung gestellt.
Ferner wurde aus Blut isolierte DNA von 13 gesunden Probanden kaukasischer
Abstammung zur RFLP-Analyse verwendet.

Histopathologisch waren diese invasiven Mammakarzinome folgendermafen definiert:

Das Grading ergab 7 Proben von Grad 1 = gut differenzierte Tumore, 18 von Grad 2 und
19 von Grad 3 = wenig differenziert; 29 Patientinnen waren nodalpositiv, 15 waren
nodalnegativ, 7 Patientinnen waren nur ER (Ostrogenrezeptor)-positiv, 4 nur PR
(Progesteronrezeptor)-positiv, 7 zeigten keine Expression von Ostrogen — oder Progeste-
ronrezeptoren, bei 26 waren beide Rezeptoren positiv. Die Altersspanne der Patientinnen

lag zwischen 34 bis 78 Jahren.

Die histopathologische Charakterisierung der Kolonkarzinome ergab folgende Befunde:

Grad 1 = kein Patient, Grad 2 = 9 Patienten, Grad 3 = 1 Patient; Stadium Dukes A = 1
Patient, Dukes B = 1 Patient, Dukes C = 7 Patienten, Dukes D = 1 Patient; 3 Patienten
hatten den Primértumor im Sigma, einer im Colon ascendens, drei im Rektum, zwei im

Coecum, bei einem Patienten war die Lokalisation unbekannt.

3.1.2 DNA-Sonden
Fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende DNA-Sonden verwendet:

* ¢-BGP (Chr. 19q13.1-q13.2)

* BGP-3'UTR (untranslated region) (Pstl-Fragment) in pb Bluescript II KS+ mit einer
Fragmentgrofle von 396 bp (Nucleotid-Position 1677-2072)(R. Paxton, Beckmann
Research Institute of the City of Hope, Duarte)

* 5-BGP: Klonierte Sonde

Diese drei DNA-Sonden wurden vom Institut fiir Klinische Chemie des UKE (Prof. Dr. M.

Neumaier) als Plasmide zur Verfiigung gestellt.
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3.1.3 PCR-Primer
Fir die vorliegende Arbeit wurden fiir folgende Marker PCR-Primer im Institut fiir

Zellbiochemie, Prof. Richter, Service Labor, chemisch synthetisiert:

f = upstream primer (sense) r = downstream primer (antisense)
Marker D19S178 lokalisiert auf Chromosom 19q13, Liange 135-189 bp
(MFD 139) Primer f 5'- CACAACACTGTTCATTTGTC

r5’- TTTCAGTAGAATTTCAGGCC
Marker CEA lokalisiert auf Chromosom 19q13, Lange 95-111 bp
(NCA) Primer f5'- CTGCTGACTTTGACTCAGTA

r5’- GGTCCTGAGCAGGTCTCTTC
Marker RNU 2 lokalisiert auf Chromosom 17 q12-21, Lange 160 —162 bp

Primer £ 5- GAAGAAGCACGGGTGTAAGA
r5’- TCCCACTCTCATCCACATTC

Marker D17S588 lokalisiert auf Chromosom 17q13-21, Léange 154-174 bp
(42D6) Primer £ 5'- CCTGGTCTAGGAAGAGTGTCA

r5’- GTGTAAGCATCTGTGTATACTAC
Marker D17S855 lokalisiert auf Chromosom 17q21, Lange 143-155 bp

Primer £ 5'- GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG
r5’- ACACAGACTTGTCCTACTGCC
Marker FLT1 lokalisiert auf Chromosom 13q12, Linge 222-242 bp
Primer £ 5'- GACCCGTGCCTTGTTTCCTAG
r5’- GTAACTTTAAAATTCCAGTTTCC
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3.1.4 Exonspezifische Oligonucleotidsequenzen
Fiir die SSCP- und Heteroduplexanalysen wurden die Exons 2 (258 bp Fragmentlinge),

Exon 5 (241 bp Fragmentldnge) und Exon 20 ( 369 bp Fragmentlinge) des BRCA1 Gens
mit Hilfe der PCR amplifiziert:
Primer fiir Exon 2: f5'-GAAGTTGTCATTTTATAATAAACCTTT

r 5-TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT

Primer fiir Exon 5: f5- GGCTCTTAAGGGCAGTTGTGAG
r5- CTTTTCCTACTGTGGTTGCTTCC

Primer fur Exon 20: f5- ATATGACGTGTCTGCTCCAC
r5- GGGAATCCAAATTACACAGC

3.1.5 Allelspezifische Oligonucleotidsequenzen
Zum Mutationsnachweis mit Hilfe der ASO-Technik wurden folgende Sequenzen

eingesetzt:

a) Fiir die Mutation 5382 Insertion C in Codon 1756 im Exon 20 (5382insC)
spezifische Mutante: 5'- GAGAATCCCCAGGACAG
Wildtyp: 5'- GAGAATCCCAGGACAG

b) Fiir die Mutation 185 del AG im Codon 23 im Exon 2 (185delAG)

spezifische Mutante: 5'- ATCTTAG_TGTCCCATCT
Wildtyp: 5'- ATCTTAGAGTGTCCCAT
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3.1.6.Chemikalien und Enzyme
Chemikalien, Losungsmittel und Farbstoffe von folgenden Firmen wurden verwendet:

Boehringer Mannheim, Merck und Pharmacia.

Restriktionsenzyme, Klenow Enzym der DNA-Polymerase I sowie Taq-DNA-Polymerase
wurden von den Firmen Gibco-BRL, Pharmacia und Beckmann bezogen.

Das Multiprime-DNA-labelling system und die radioaktiven Nukleotide stammen von der

Firma Amersham Buchler.

3.1.7 Medien, Losungen und Puffer
TB Medium: Lsg. A: 12 g Tryptone

24 ¢ Yeast Extract
4ml Glycerol (87 %)
in 900 ml Aqua dest.
Lsg.B: 0,17 M KH, PO4
0,72 M K,HPO4
in 100 ml Aqua dest. gelost und steril mit
einem Filter auf die autoklavierte Lsg. A
filtrieren
Agarplatten: 1g Bacto-Agar auf
100 ml TB-Medium
wurden in der Mikrowelle gelost, danach auf
50°C abgekiihlt und 1 pul Ampicillin pro 1 ml
Medium zugeben; Platten gielen
Losungen fiir die Plasmid-Préparation nach Maniatis:
Losung 1) 50 mMol Glucose
25 mMol Tris-HCI (pH 8,0)
10 mMol EDTA (pH 8,0)

in 50 ml Aqua dest., steril filtriert

Losung 2) 0,2 N NaOH

1% SDS-Lsg
Losung 3) 5 M Kaliumacetat in 50 ml Ansatz
Denhardt’s Solution: 2 %Ficoll, 2%Polyvinylpyrolidol, 2%BSA
Heringsperma DNA (10 mg/ml): 100 mg Heringsperma, Boehringer Mannheim

in 10 ml Aqua inject. Mit einer Spritze 16sen,
bei 95°C denaturieren und bei —80°C lagern.
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Prahybridisierungslosung:

Hybridisierungslosung:

20x SSC:

20x SSPE:

Denaturierungslésung:

Neutralisierungslosung:

Formamid-Puffer nach Maniatis

fiir PAA Farbung:

20% SDS:

0,5 M EDTA —Lsg.:

Chloropan:

30% Acrylamid-Stammldsung:

15 ml 20x SSC-Lsg.
5 ml Denhardt’s Solution
1,25 ml 20 % SDS-Lsg.
auf 50 ml aqua dest. aufgefiillt.
Heringsperma-DNA vor dem Hinzufligen
5 min denaturieren und tRNA (200 pl a 100ml)
entspricht der Prahybridisierungslosung
nach Zugabe von 32P markierter DNA-Sonde
3,0 M NaCl
0,3 M NaCitrat (PH 7,0)
3,60 M NaCl
0,20 M NaH,PO, x H20
0,02 M EDTA
1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
0,5 M Tris-HCI (pH 7,2)
0,001 M EDTA
geldst in 1000 ml Aqua dest., (pH 7,0)
10 ml Formamid
10 mg Xylene cyanol FF
10 mg Bromphenolblau
0,5 M EDTA (pH 8,0) ad 200 pl
20 g SDS (Sodiumdodecylsulfat)
in 100 ml Aqua dest.
93,06 g EDTA in 500 ml Aqua dest.,
pH 8,0 auf NaOH einstellen
200 ml geschmolzenes Phenol mit 50 ml
10x TE nach Maniatis equilibrieren
bis die Phasentrennung nicht mehr sichtbar
ist ca. 1-3 h, 250 ml Chloroform
250 mg Hydroxychinolin hinzufiigen
29% Acrylamid, 1% NN,N Methylenbis-

acrylamid lichtgeschiitzt lagern
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TE-Puffer:

TAE-Puffer:

0.5x TBE — Puffer:

Stoppuffer:

Agarosegel:

Blutpuffer:

Fiir chromosomale DNA nach Singh:
10 mM Tris-Cl
0,1 mM EDTA, pH 8,0
Fiir Agarose Gelelektrophorese:
0,04 M Trisacetat
0,002 M Na-EDTA
fiir 1000 ml 50x TAE werden 242 g
Tris-HCI und 57,1 ml Eisessig + 100 ml
0,5 M EDTA verwendet
0,045 M Trisborate
0,001 M EDTA
25 % Ficoll
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
auf 10 ml Aqua dest. aufgefiillt
2,4 g Agarose
6 ml 50x TAE in 300 ml Aqua dest. l6sen
155 mM NH,Cl
10 mM KHCO3
0,1 mM Na-EDTA
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3 METHODEN

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA

3.2.1a Isolierung genomischer DNA aus Blut

10 ml vendses EDTA-Blut wurden unter Zugabe einer dreifachen Menge eines Himolyse-
puffers auf Eis unter leichtem Schiitteln 15 min inkubiert. Danach folgte eine 20 min
Zentrifugation bei 3000 rpm und Raumtemperatur.

Fiir die Proteolyse wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 10 ml SE-Puffer (SE-
Puffer: 75SmM NaCl, 25 mM Na-EDTA pH 8,0) suspendiert. Nach Hinzufligen von 500 ul
20 % SDS und 100 pl Proteinkinase K (10 mg/ml) wurde es fiir 2-4 h bei 37°C oder iiber
Nacht bei Raumtemperatur unter stindigem Schiitteln inkubiert.

Die vorhandenen Proteine wurden durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. Die
lysierte Zellsuspension wurde mit 10 ml SE-Puffer und jeweils mit dem gleichem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt. Nach ldngerem Schwenken und
anschlieender Zentrifugation fiir 10 min bei 6000 rpm wurde die wéssrige Phase in ein
neues Rohrchen pipettiert und zweimal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) behandelt,
um Phenolriickstinde zu entfernen. Dazu wurden 3,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol zu
der wissrigen Phase gegeben, 10 min geschwenkt und 10 min. bei 6000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert.

Der wissrige DNA-Uberstand wurde mit 1/30 Vol. 3 M Na-acetat und gleichem Vol
eiskaltem 98 % Ethanol gefillt. Die DNA-Flocken wurden mit einer hakenférmig
zugeschmolzenen Pasteurpipette herausgefischt. Zur Entfernung der Salzgehalts wurde das
DNA-Pellet mehrfach mit 70 % Ethanol gewaschen. Das restliche Ethanol wurde durch
Auftupfen der préazipitierten DNA auf Parafilmfolien entfernt.

Die DNA wird in ein steriles Eppendorftube iibertragen und in TE-Puffer fiir ca. 2-3 h

unter Schiitteln gelost.
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3.2.1b Isolierung genomischer DNA aus Tumorgewebe
Die genomische DNA aus Tumorgewebe von Mammakarzinomen wurde von unserer

Gruppe isoliert. Die DNA von Kolonkarzinomen wurde im Elim Krankenhaus isoliert und
uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Ein Gramm des im fliissigem Stickstoff
eingefrorenes Tumorgewebe wurde mit einem Skalpell zerteilt und in einem vorgekiihltes
Gefall gegeben.

Nach 3-maligem Dismembrieren des Gewebes iiber 40 sec wurde das erhaltene
Tumorpulver in 20 ml Gewebepuffer (100 mM Tris, 5 mM Na-EDTA, 1% SDS, Proteinase
K, f.c. 100 pg/ml) tiberfiihrt und gut vermischt. Waren Kliimpchen im Gemisch, so wurde
dies einige Stunden bei 60°C inkubiert. Die Proben wurden anschliefend bei
Raumtemperatur iiber Nacht inkubiert. Durch anschlieBende Zugabe von 1 Volumenteil
Chloropan erfolgte die Proteinextraktion. Nach dem Schiitteln der Tumorproben und
Zentrifugation tiber 20 min bei 3000 rpm, wurde die Protein-Interphase durch Behandlung
des Uberstandes mit Chloropan entfernt und erneut bei 3000 rpm 20 min zentrifugiert.
Dem Uberstand wurde 10 M LiCl (f.c. 2,5M) hinzugefiigt und iiber Nacht auf Eis
inkubiert. Das durch das Zentrifugieren bei 16000 rpm {iiber 45 min entstandene Pellet
enthielt RNA, der Uberstand DNA.

3.2 Agarosegel-Elektrophorese
Bei der Gelektrophorese wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente von der Kathode

zur Anode. Der Ladepuffer dient dazu, die Dichte der Proben zu erhdhen, so dafl die DNA
direkt in die Taschen fallt und der Lauf der Proben im Gel sichtbar gemacht werden kann.
Fiir die grobe Orientierung iiber die Grofle der PCR-Produkte wurde eine 0,8% Agarose-
Losung in 1 % TAE-Puffer hergestellt, in der Mikrowelle erhitzt, auf 60-70° C abgekiihlt
und in eine vorprdparierten Plastikkammer (Vorder- und Hinterseiten wurden mit
Klebeband zugeklebt und ein Kamm eingesetzt) bis zu einer Dicke von 3-5 mm gegossen.
Die Zéhne des Kammes ragen 1 mm iiber dem Boden der Kammer, so daB3 nach dem
Aushirten des Gels Taschen entstehen. Die Klebestreifen und der Kamm werden aus der
Kammer vorsichtig entfernt, und das Gel wird in eine mit 1 % TAE gefiillte, horizontale

Elektrophoresekammer gelegt.
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3.3 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonucleasen
Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die spezifische Basensequenzen eines

DNA-Stranges erkennen und spalten. Durch einen speziellen Restriktionspuffer, der
Magnesiumionen enthdlt wird eine optimale Aktivitit der Restriktionsenzyme erreicht. In
dieser Arbeit wurde genomische DNA mit 10 verschiedenen Restriktionsendonucleasen
gespalten und anschlieBend auf Agarosegelektrophorese sichtbar gemacht. Da durch die
Spaltung eine Vielzahl von Fragmenten entstehen, sind einzelne Banden nicht erkennbar.
Bei der Spaltung von Plasmid-DNA jedoch stellen sich einzelne Banden nach der

Agarosegelelektrophorese gut dar.

3.2.3a Spaltung menschlicher, genomischer DNA durch Restriktionsendonucleasen
10 pl DNA (Ipg/ml) wurden in ein Eppendorftube {iberfiihrt. Dazu kamen 2 pl

Restriktionspuffer sowie 2 ul Restriktionsenzym (das entspricht 3-5 U Enzym auf 1 pg
genomischer DNA) hinzu. Das Gemisch wurde mit 6 ul Aqua injectabilia auf ein
Gesamtvolumen von 20 ul aufgefiillt und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubation wurde der Ansatz mit 1/10 Volumen 10x Ladepuffer
gestoppt und anschlieend in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt. Anschlieend wurde das

Gel mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) angeféarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.

3.2.3b Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonucleasen
Plasmide sind ringférmige, doppelstringige in Bakterien autonom replizierende DNA-

Molekiile, die als Vektoren haufig benutzt werden. Mit Hilfe von
Restriktionsendonucleasen wird inserierte DNA aus Plasmiden isoliert.

25ul Plasmid-DNA (Konzentration 1 pg/ul) wurden mit 5 pl Restriktionspuffer sowie 5 pl
Restriktionsenzym (etwa 5 U/ug DNA) vermischt und mit Aqua injectabilia in 50ul
Gesamtvolumen 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch
Zusatz von 10x Ladepuffer beendet und die DNA-Fragmente gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die geschnittene Plasmid-DNA wird bei — 20 °C aufbewabhrt.
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3.2.3c Plasmidpriparation

DNA-Ligation

Mit Hilfe des Enzyms Ligase konnen die Enden zweier Nukleinsduremolekiile miteinander
verknilipft werden (Ligation). Fiir Klonierungsexperimente werden hierflir als Vektoren
zirkuldre Plasmide, die durch bestimmte Restriktionsenzyme an einer definierten Stelle
gespalten werden, mit einer Ziel-DNA (menschliche DNA) verbunden.

Der Ligationsansatz wurde nicht in unserem Labor durchgefiihrt. Plasmid-DNA und Insert
wurden von der Abteilung fiir Biochemie uns zur Verfligung gestellt.

Transformation:

Als Transformation wird das Einschleusen von DNA-Molekiilen in Wirtszellen (Bakterien,
Hefen) bezeichnet, in denen sie sich dann als Replikon unabhéngig vom Chromosom der
Wirtszelle vermehren kdnnen. Um eine Permeabilitit fiir die Aufnahme der Fremd-DNA in
E. coli DH-5a Bakterien zu erzielen, d.h. um sie kompetent zu machen, wurden sie nach
der Methode von Mandel und Higa (1970) mit CaCl, vorbehandelt und anschlie3end bei —
80°C gelagert. Fiir die Transformation wurden die eingefrorenen DH-5a E. coli Zellen
langsam auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurde ca. 40 ng rekombinante DNA zu je 200 pl
Zell-Aliquot zupipettiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Bei langsamer Erwérmung auf
42°C im Wasserbad wurde 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) hinzugefiigt und bei
37°C fir 1 h inkubiert. Danach wurden 200 pl Zellsuspension auf selektivem LB-
Agarmedium (d.h. mit Antibiotikazusatz) ausplattiert und fiir 16 h bzw. iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Auf diesen Platten konnen nur Bakterien wachsen, die den Vektor mit dem
entsprechenden Resistenzgen besitzen. AnschlieBend konnen durch Entnahme von
Einzelkolonien die Zellen in 10 ml antibiotikahaltigem LB-Medium {iber Nacht weiter

vermehrt werden.

Isolierung der Plasmid-DNA und des Inserts

Die Zelllyse erfolgte mittels alkalischer Behandlung. Nach Zentrifugation wurde das
Zellpellet mit 5 ml eiskalter Dehydratationslosung (10 % Glucose, 50 mM Tris-HCI, pH 8)
geldst. AnschlieBend wurde ein proteinverdauendes Lysozym (1 Spatelspitze) hinzugefiigt.
Durch Gabe von 10 ml eines alkalischen Detergenz (0,2 N NaOH und 1% SDS) wurden
die DNA der Zellen denaturiert. Nach Hinzufligen von 7,5 ml eiskaltem 5 M Kalium-
Acetat-Puffer und starkem Schiitteln wurde das geschlossene zirkuldre Plasmid renaturiert.
Um die renaturierte Plasmid-DNA von der restlichen denaturierten linearisierten

genomischen DNA und Bakterienzelltriimmern zu trennen, wurde bei 4°C fiir 20 min bei
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9000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch sterilen Zellstoff in JA 20 tubes
iberfiihrt und 2 Volumtenteile 96% Ethanol hinzugefiigt. Nach 30 miniitiger
Zentrifugation bei 16.000 rpm wurden die Pellets vakuumgetrocknet. AnschlieBend wurde
das Pellet in 4 ml TE geldst und 10 pl aufgekochte RNase pro Tube hinzugegeben.

Nach Zugabe von 1 Volumen-Aquivalent Phenol/Chloroform und 1 x mit
Chloroform/Isoamylaklohol sowie 2 Volumen-Aquivalenten 96% Ethanol /Lithiumchlorid
(5M 1/12,5 des Volumens), wurde die prézipitierte DNA {iber Nacht bei —20°C gefillt.
Nach 30 min Zentrifugation mit 16000 rpm wurde das Pellet von der Alkoholfraktion
abgetrennt.

Zur Entsalzung des Pellets wurde mehrmals mit 70 % Ethanol gewaschen und der Alkohol
im Vakuumtrockner abgedampft. Die DNA wurde in TE-Puffer nach Maniatis gelost.
Nach Herausschneiden des DNA-Inserts aus dem rekombinanten Plasmid mit Hilfe eines
Restriktionsenzyms, wurde die DNA elektrophoretisch in 1,2 % Agarosegel aufgetrennt.
Das Gel wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Sicht ein Stiick DEAE-
Membran (Schleicher & Schiill, AN 45) vor und nach dem zu isolierenden Fragment in
einem mit dem Skalpell priparierten Gelschlitz eingesetzt. Nach Fortfahren der
Elektrophorese fiir 10 min bei 150 V, wanderte das Insert in die Membran, an die es fest
bindet. Anschliefend wurden die Agarose Reste von der Membran durch TE-Puffer
entfernt und die Membran in einem Eppendorf Tube mit 400 pl Elutionspuffer NA 45
(Puffer nach Schleicher und Schiill) fiir 1 h bei 70°C inkubiert. Nach dem Entfernen der
Membran wurde die Insert-DNA durch Zugabe von 1 ml Ethanol bei —20°C iiber Nacht
préazipitiert, das Pellet 2 x mit 70 % Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und

anschlieBend in 50 pl TE-Puffer geldst.
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3.2.3d Southern-Blot-Hybridisierung
DNA-Transfer auf eine Nylonmembran

Um mit Hilfe von Southern-Blots Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismen
nachzuweisen, wurde die DNA von 13 gesunden Probanden mit 10 verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten, mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese der GroBe nach
aufgetrennt, denaturiert und fiir eine Hybridisierung auf eine Nylonmembran {ibertragen.
Es wurde 10 pl DNA mit 1/10 Restriktionsenzym, 1/10 des entsprechenden Puffers und
3/10 Aqua dest. In ein Eppendorftube pipettiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die entstandenen Restriktionsfragmente wurden in einem 0,8 % Agarosegel
elektophoretisch bei 15-20 V aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeférbt.

Im Anschluf3 an die Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente durch Alkalibehandlung
(15 min bei Raumtemperatur in 0,25 M HCI, danach 30 min in 1,5 M NaCl + 0,5 M
NaOH) unter Schiitteln denaturiert und fiir 30 min in einer 1,5 M NaCl + 0,5 M Tris-HCL
+ 10 mM EDTA-Lsg. neutralisiert.

Das Gel wurde anschlieend auf einen selbstgefertigten Blotting-Aufbau, der 20x SSPE-
Puffer enthielt, gelegt und mit einer zuvor in 2x SSPE equilibrierten Nylonmembran
bedeckt. Das Ganze wurde mit einem circa 10 cm dicken Zellstoffstapel {iberschichtet und
mit einer Glasplatte und Steinen beschwert. Der Transfer der DNA auf die Membran
dauerte circa 24 Stunden. AnschlieBend wurde die Membran in einer Plastiktiite bei — 18°C

bis zur Hybridisierung gelagert.

Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Um die DNA-Sonde radioaktiv zu markieren, wurde der ,Megaprime Labelling-Kit*
(Firma Amersham) verwendet. Vor der Markierungsreaktion wurde die Sonde (50 pl
Gesamtansatz enthielt 5 ul einer 25 ng DNA-Sonde und 5 pl Primer) fiir 5 min bei 95°C
denaturiert. Anschlieend wurde die DNA-Sonde zum Labelling-Mix (10 pl Labelling-mix
Puffer + 23 pl Aqua dest + 2 pl Enzym + 5 pl aP**dCTP ) dazu pipettiert und fiir 30 min
bei 37°C inkubiert.

Vor der Messung des Einbaus von radioaktiven Nucleotiden muf3ten die nicht eingebauten
Nucleotide durch eine 1x TE equilibrierte Sephadex G50 Sdule von Pharmacia abgetrennt
werden. Zur Bestimmung der Ausgangsradioaktivitit wurde Ipl des DNA-

Sondengemisches abgenommen und mit 49ul Aqua destillata gemischt. Die restlichen 49
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ul DNA-Sonde wurden auf die Sdule gegeben und mit 1x TE-Puffer eluiert und die
Aktivitdt durch Messung eines Aliquots im Szintillationszdhler (LS 1801, Beckmann)
bestimmt. Der Einbau war probenspezifisch und lag zwischen 107 und 10° cmp/pg/DNA.

Hybridisierung von Southern-Blots

Die Nylonfilter wurden in eine Plastiktiite gegeben, mit 10 ml einer
Prahybridisierungslosung versetzt und fiir 1 h bei 63°C unter Schiitteln inkubiert. Die
Priahybridisierungslosung enthdlt 200 pl denaturierte Heringsperma-DNA (10 mg/ml)
sowie 40 pl tRNA (2 pg/ml), um unspezifische DNA-Bindungen und RNA’s abzublocken.
Nach der Prainkubation wurde die Priahybridisierungslosung abgegossen und durch 10 ml
Hybridisierungslosung ersetzt, die neben Heringssperma-DNA und tRNA auch die
radioaktiv markierte DNA-Sonde (ca 10" ¢pm/10 ml), die zuvor bei 95°C fiir 5 min
denaturiert und auf Eis gelegt abgekiihlt worden war, enthélt. Nach gutem Verteilen der
Hybridisierungslosung auf dem Filter wurde die Plastiktiite luftblasenfrei zugeschweilt
und in eine Sicherheitstiite gelegt. Die Inkubation des Filters erfolgte unter Schiitteln iiber
Nacht bei 63°C in einem mit Aqua destillata gefiillten Gefal8.

Danach wurde die Hybridisierungslosung abgegossen, und der Filter in Losungen mit
abfallender SSC- und SDS-Konzentration gewaschen, um unspezifisch gebundenes

Probenmaterial vom Filter zu 10sen:

2x SSC/0,2% SDS 30 min bei 63°C
Ix SSC/0,1% SDS 30 min bei 63°C
0,5% SSC/0,05% SDS 30 min bei 63°C
0,2% SSC/0,02% SDS 30 min bei 63°C
0,1% SSC/0,01% SDS 30 min bei 63°C

Nach dem letzten Waschvorgang wurden die Filter in feuchtem Zustand in Plastikfolie
eingeschweifit. Die Exposition auf Rontgenfilme Kodak-Xomat erfolgte liber Nacht bei
minus 70°C. Die anschlieBende Filmentwicklung erfolgte in den Automaten des Institutes

fiir Radiologie in der Universitdtsklinik Eppendorf.
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3.4 Untersuchungen zum Verlust der Heterozygotie (LOH) mittels Analyse des
Mikrosatelliten-Lingenpolymorphismus

3.2.4a Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Technik, die von Mullis und Faloonat (1987) in der Firma Cetus in USA
entwickelt wurde. Das Prinzip dieser Methode besteht aus der zyklischen Wiederholung
von 3 Schritten, in denen ein bestimmter Genabschnitt, welcher durch bekannte Primer
begrenzt wird, in einer exponentiellen Funktion vervielfaltigt wird: Denaturierung und
Trennung der beiden komplementidren DNA-Stringe durch Erhitzen auf 94°C, Anbindung
(annealing) von zwei komplentéren Startern = Primern (kurze DNA Sequenzen von ca. 20
Nukleotiden) bei ca 50-60°C und Synthese der entsprechenden komplementiren DNA-
Abschnitte vom 3’OH-Ende der Primer mit Hilfe der Tag-Polymerase (Beckmann) bei
72°C fiir je 2 min (1 Kb pro min) durch Einbau von dNTP’s. Die Produkte dienen als
Matrize fiir die ndchste Amplifikation. Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler
von Biomed.

Reaktionsansatz:

10 ul PCR Puffer (mit MgCl, 1,5 mM)
1 ul BSA (Bovines Serum-Albumin)

1 uld—NTP’s (200 uMol)

1 pl Primer A (0,25 uMol)

1 pl Primer B

84,5 ul Aqua dest.

1 ul DNA (0,5 ng)

0,5 ul Taq — Polymerase (2,5 Einheiten)

Summe: 100 pl Endvolumen

Die Denaturierung zu Einzelstrangen erfolgte bei 92°C, die Anbindung bei 52°C und die
Primer vermittelte Extension bei 70 °C jeweils fiir 2 min. Der Zyklus wurde 40-fach
wiederholt. Fiir jeden folgenden Zyklus wurde die Primer Extension fiir 1 Sekunde
verldngert.

Der Ansatz wird in sterile Eppendorftubes pipettiert und mit 3 Tropfen sterilem Mineraldl
(Mineral oil white light NF) gegen das Verdampfen der Losung pipettiert.

Die GroBe der PCR-Produkte wurde im 2 % igen Agarose-Gel kontrolliert (Siehe 2.2.3.a).

34



3.2.4b Polyacrylamid Elektrophorese (PAA)
Mit Hilfe der PAA-Elektrophorese konnen wesentlich kleinere DNA-Fragmente als bei der

Agarosegel-Elektrophorese von einander getrennt werden.

Das zuerst monomere Acrylamid wird durch die Anwesenheit von Ammoniumpersulfat
und den Stabilisator TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) durch eine
Kettenreaktion polymerisiert. Durch Zugabe von 1/30 N,N’-Methylenbisacrylamid entsteht
ein Netz, welches als Losung auf eine priparierte Glaskammer aufgetragen wird und bei
Zimmertemperatur aushértet. Wird Harnstoff dazugegeben, so wird die Basenpaarung
unterdriickt, so dass Einzelstrang-DNA auf dem Gel betrachtet werden kann. Dies
bezeichnet man als denaturierendes Gel. Ohne Hinzugabe von Harnstoff, d.h. im

nichtdenaturierenden PAA-Gel, wiirde auf den Gelen eine Doppelstrang-DNA vorliegen.

In dieser Arbeit wurden fiir die Untersuchungen zum Verlust der Heterozygotie 8%
denaturierende PAA-Gele fiir die Trennung von Einzelstrang-DNA (ssDNA) verwendet.
Es wurden 2 geschliffene Glasplatten mit einer Gréfle von 21,5 cm x 20 cm benutzt, wobei
die obere Glasplatte am oberen Rand eine Kerbung fiir den Einsatz eines Kammes enthilt.
Nach einer fettfreien Sduberung der Glasplatten wurde auf der unteren Platte ein
Gelsupportfilm (21,3 cm x 21 cm, Firma Quiagen) mit seiner lipophilen Seite aufgedriickt.
Auf der hydrophilen oberen Seite des Films schlieBen Teflonspacer die Rénder der Platte.
Dariiber wurde die zweite Glasplatte gelegt und festgespannt.

In einer Falcontube wurden 35 ml 8 %-16 % PAA mit 5-10% Urea mit 120 pul APS
(Ammoniumpersulfat) und 50 ul TEMED gemischt und anschlieend in die priparierte
Glasplattenkammer gegossen. Das Gel mit den Glasplatten wurde in eine
Elektrophoresekammer gespannt und mit 1x TBE-Puffer in vertikaler Position bei 600-800
V fiir ca. 30 min probegefahren. Je nach Marker wurde entweder 8% oder 16 % PAA mit
7% Urea benutzt: Fiir den Marker FLT und D17S855 wurden 12% PAA mit 7 M Urea
verwendet, fiir den Marker D6 16% PAA mit 7 M Urea und fir die Marker M39 und NC
8% PAA mit 7 M Urea.

Probenansatz: 4 pl PCR — Produkt

8 ul Ladepuffer mit Formamid und Farbe
Standard: 0,5 ul Phi-X-DNA

6,5 pl Ladepuffer mit Formamid und Farbe
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Die Proben wurden 5 min bei 95°C denaturiert und bis zum Einsetzen in das Gel in Eis
gestellt.

Die elektrophoretische Auftrennung der Proben im PAA-Gel erfolgte iiber 2-6 h bei 600-
800 V. AnschlieBend wurden die aufgetrennten PCR-Produkt mit einer Silberfiarbung des
Gels, bei der Silbernitrat zu Silber reduziert wird, sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel
mit einem Ethanol/Essigsduregemisch fiir 20 min unter kriftigem Schiitteln fixiert. In einer
0,1 % igen AgNO;-Lsg wurde das Gel fiir 10 min inkubiert und der UberschuB3 spéter mit
Aqua dest. ausgewaschen. Nach einer Inkubation in einer alkalischen Losung mit 0,15%
Formaldehyd fiir 30 min schldgt sich das Silber an der DNA nieder, so dass Banden
sichtbar werden. Die Reaktion wurde durch 10 miniitiges Waschen in einer 0,75%
Na,COs-Lsg. abgestoppt. Die Auswertung der LOH-Analyse erfolgte optisch. Eine
Bandenabschwichung von mehr als 40% (densitometrisch orientiert) wurde als LOH
eingestuft. Da die Tumroproben nicht microdisseziiert waren, lag eine hohe Konzentration
von nicht mutierten Genen in Lymphozyten und Bindegewebe, so dass kein vdlliges

Verschwinden der Bande bei Heterozygotieverlust vorlag.

3.5 Methoden zum Mutationsscreening

3.2.5a Single Strand Conformation Polymorphismus (SSCP)

Einzelstringige DNA neigt zur Ausbildung komplexer Strukturen, die durch schwache
intramolekulare Wechselwirkungen stabilisiert werden. Durch die DNA-Sequenz bedingte
Konformationsunterschiede kdnnen als Verdnderung in der elektrophoretischen Mobilitét
dargestellt werden. Zur Untersuchung von Einzelstrangkonformationspolymorphismen
werden PCR-Produkte denaturiert und auf ein nichtdenaturierendes Polyacrylamidgel
geladen. Mit Hilfe der SSCP Analyse konnen Unterschiede zwischen dem Wildtypmuster
und Mutationen nachgewiesen werden.

Etwa 20 ng/ul PCR-Produkt wurden mit einem Formamid-haltigen Ladepuffer bei 95°C
fiir 10 min denaturiert, auf Eis gelegt und anschlieBend in die Taschen eines 8%-12%
Polyacrylamidgels pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 300 V fiir 3 h gefahren. Zum
Nachweis der Banden erfolgte eine Silberfarbung (s. 2.2.4b).
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3.2.5b Heteroduplex-Analyse
Die elektrophoretische Mobilitit von Heteroduplexstrangen ist im Polyacrylamidgel

geringer als die von Homoduplexstringen, so dass sie als zusitzliche, langsamer
wandernde Banden nachweisbar sind. Auf diesem Prinzip beruht die Heteroduplex-
Analyse, die ebenso wie die SSCP-Methode Hinweise auf mdgliche Mutationen in den zu
untersuchenden PCR-Produkten gibt (Triggs und Gravel 1989). Etwa 7 ul (30 ng/ul) PCR-
Produkt wurden zundchst bei 95°C fiir 5 min denaturiert und dann bei konstanter
Temperatur von 68°C fir 60 min inkubiert, so dass sich nach dem Zufallsprinzip
komplementire Einzelstrange zu Doppelstringen verbinden. Diese Proben wurden in
einem nichtdenaturierten 6%-12% PAA-Gel bei 300 V fiir 3-4 Stunden gefahren und
anschlieBend in der beschriebenen Weise durch Silberfarbung sichtbar gemacht (s. 2.2.4b).

3.2.5¢ Allelspezifische Oligonucleotid (ASO) — Technik
Punktmutationen konnen durch allelspezifische Oligonucleotidsonden nachgewiesen

werden. Eine Oligonucleotidsonde von 15 bis 20 Nucleotiden bildet mit einem zu
untersuchenden PCR-Produkt nur dann einen Doppelstrang, wenn die komplementire
Basensequenz vollstindig libereinstimmt. Liegt nur eine einzige Fehlpaarung vor, fillt der
Heteroduplex auseinander, so dass die zu untersuchende Sequenz nicht als radioaktiv

markiert nachweisbar ist.

Praparation von Oligonucleotiden

Die Primer und die allelspezifischen Oligonucleotide, die komplementdr zu den normalen
und zu den mutierten Allelen sind, wurden durch die B-Cyanoethylphosporamid-chemische
Methode unter Verwendung des DNA-Synthesizer des Applied Biosystems synthetisiert.
Anschlieffend wurden die Oligonucleotide durch Chromatographie mit Hilfe von Nick
Column oder NAP Column von Pharmacia gereinigt.

25 bis 50 ng groBen ASO-Proben (ASO-Protokoll) wurden an ihrem 5’-Ende mit 100 pCi
Y?P-ATP markiert und mit 1 pl (10 U) T4-Polynukleotid-Kinase (Boehringer Mannheim)
und Kinasepuffer-Gemisch 30 min bei 37°C inkubiert.
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Genotypisierung des Exons 2 (185delAG in Codon 23) und des Exons 20 (5382insC in

Codon 1756) des BRCA1-Gens

1 pg genomische DNA wurde in der PCR zur Amplifikation der Exons 2 und 20
eingesetzt.

8 ul Oligonucleotide als Primer wurden mit 10 pl Reaktionsgemisch, bestehend aus 16,6
mM (NH4)2So4, 67,0 mM Tris-HCL, 6,7 mM MgCl2, 10 mM B-Mercapto-Ethanol, 200
pg/ml Rinder-Serum-Albumin) gemischt und mit 2 ul Desoxynukleotid-Triphosphate
(entsprechend je 200 uM dATP, dTTP, dCTP, dGTP) sowie 1ul Taq Polymerase (2,5U)
und 200pl H,O hinzugefiigt. Zuletzt wurde die Probe mit 35 pl Mineral6l abgedeckt.

Die Amplifikation des 135 Bp langen Fragmentes wurde in 40 Zyklen durchgefiihrt. Die
Denaturierungszeit betrug 2 min bei 93°C, die Anlagerung der Primer an die DNA-Stringe
erfolgte iiber 2 min bei 52°C, wihrend fiir die Amplifikation des gesuchten DNA —
Abschnittes 3 min bei 70°C angesetzt wurden. Dieser Schritt wurde nach jedem Zyklus um

2 Sekunden verlidngert.

Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden nach der Polymerase-Kettenreaktion gelektrophoretisch in 2%
Agarosegelen aufgetrennt und anschlieend mit Ethidiumbromid-Losung gefarbt und bei

UV-Licht betrachtet.

Hybridisierung und Autoradiographie

2ul des PCR-Produktes wurden auf eine Nylonmembran (Biodyne A Pall Membran)
aufgetropft und fiir 2 min in einer Losung aus 0,5 M NaOH und 1,5 M NacCl denaturiert.
AnschlieBend wurde der Blot in 3 M Natriumacetat; pH 5,5 fiir 2 min neutralisiert und
durch kurze UV Exposition fiir 3 min fixiert.

Nach Prahybridisierung in 2,5 % Denhardts-Losung, Sodiumdodecylsulfat, 1 pg/ml
Heringsperma-DNA bei 42°C wurde der Filter fiir 1 h bei 42°C in der gleichen
Prahybridisierungslosung ohne Heringsperma-DNA und zusitzlich mit 10 x 10° cpm/ml
des V?P-ATP am 5 Ende der ASO-Proben (12,5 bis 50 ng) inkubiert korrespondierend zur
normalen (N) oder mutierten (M) Sequenz. Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 42°C im
Wasserbad.

Nach Waschen des Nylonfilters iiber 60 min in 2x SSC bei 55°C fiir Oligonukleotid A
(normal) und 58°C fiir das Oligonukleotid B (mutiert) erfolgte die Autoradiographie. Dazu

wurden die hybridisierten Membranen in einer Fotokassete zwischen 2 Verstirkerfolien
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auf einen Film gelegt und zwischen 30 min und 30 h bei — 80°C gelagert, je nach
Konzentration und Alter der markierten Oligonukleotide.

(N =fiir Exon 20: 5" — GAG AAT CCC AGG ACAG)

(M = fiir Exon 20: 5" — GAG AAT CCC CAG GAC AG)

(N=firExon2: 5 —ATCTTA GAG TGT CCC AT)

(M=firExon2: 5'-ATCTTA GTG TCC CATCT)

3.2.5d DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung erfolgte unter Verwendung von Didesoxynucleotiden, d.h. von

Nucleotidanaloga, die bei der Synthese der DNA fiir den Abbruch der Kettenverldngerung
sorgen. Die zu sequenzierende PCR-DNA wird zunéchst einzelstrangig gemacht, so dass
die Primer sich anlagern konnen. Ausgehend von den Primern synthetisiert DNA-
Polymerase in vier Parallelreaktionen mit den jeweiligen Didesoxynucleotiden neue DNA-
Striange. Jedes der vier verschiedenen Didesoxynucleotide ist mit einem unterschiedlichen
Farbstoff markiert, der vom Counter dann abgelesen wird. Die Sequenzierung der

Tumorproben wurden im Aplied Biosystem DNA-Sequenzer Modell 373 A durchgefiihrt.

Reinigen der PCR-Produkte mit der Quiagen-Siule:

15 pl des zu sequenzierenden PCR-Produktes wurden mit 75 pl PB-Puffer auf die
Quiagen-Séule aufgetragen und fiir 1 min zentrifugiert. Nach Zugabe von 750 pl PE-Puffer
der Firma Quiagen auf die Sdule wurde erneut fiir eine halbe Minute zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Filtrates und dem anschlieBendem trockenen Zentrifugieren wurde die
Sdule mit dem gereinigten PCR-Produkt in ein 1,5 ml Tube transferriert und dieses mit

20ul Elutionspuffer (TE 0,1 mM, pH 8,0) heraus gelost.
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PCR

Es wurde ein Kit der Firma Applied Biosystems ( ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reacting Kit) mit Ampli Tag-Polymerase, FS benutzt. Das
Reaktionsgemisch enthielt in einem Gesamtansatz von 20 pl: 8 pl Terminator Ready
Reaction Mix, 2 pul PCR Produkt (30 ng/pl), 2 pmol Primer und Aqua dest.

Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem GeneAmp System 2400 unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: 1) 3 min bei 96°C 2) 30 sec bei 96°C 3) 5 sec bei 50°C 4) 4 sec
bei 60°C. Schritt 2-4 wurde 25-fach wiederholt.

Ethanol-Prizipitation und Sequenzierung der Produkte:

Die Sequenzierungsprodukte wurden durch Ethanolprizipitation von iiberschiissigen
Terminatoren und Primern gereinigt. In eine 1,5 ml Mikrozentrifugentube wurde 2,0 ul 3
M Natriumacetat, pH 4,6, 50 pl 95% Ethanol und des 20 pl des PCR-Produktes pipettiert,
danach gut geschiittelt und fiir 10 min auf Eis gelegt. AnschlieBend wurden die Proben fiir
15 bis 30 min in der Eppendorfzentrifuge auf hochster Stufe (13.000 rpm) zentrifugiert.
Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das Pellet mit 200 pl 70% Ethanol fiir 10 min bei
13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet luftgetrocknet.

Das getrocknete PCR-Produkt wurde mit 20 pl Template mixture (Applied Biosystems)
aufgenommen. Die gelosten Proben wurden fiir 2 min auf 90°C erhitzt, danach auf Eis

gestellt und anschliefend auf den Applied Biosystems 377 geladen.

3.6 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der LOH-Analysen in Korrelation zu klinisch-pathologischen

Prognoseparametern erfolgte im Institut fiir Biomathematik bei Herrn Prof. Dr. med.
Berger mit dem SPSS 6,0 fiir Windows-Programm.

Statistische Signifikanz liegt dann vor, wenn die P-Werte < 0,05 sind (Sachs 1992).
Aufgrund des sehr kleinen Stichprobenumfangs ist der exakte Test von R. A. Fisher auf

Unabhéngigkeit zweiseitig errechnet worden.
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4. ERGEBNISSE

4.1 UNTERSUCHUNGEN VON LOH UND ANDEREN GENETISCHEN
VERANDERUNGEN BEI SPORADISCHEN MAMMA- UND
KOLONKARZINOMEN UND KORRELATION MIT HISTO-
PATHOLOGISCHEN PROGNOSEFAKTOREN

4.1.1 Untersuchungen mittels Mikrosatellitenmarkern
DNA aus Gewebeproben sporadischer Mammakarzinome von 44 nicht miteinander

verwandten Patientinnen und von 10 Kolonkarzinomen wurde im Vergleich zu DNA aus
dem peripheren Blut der Patienten an 6 Loci in den Regionen 13q13, 17q12-21 und 19q13
in Hinblick auf Verlust der Heterozygotie und anderer genetischer Verdnderungen

untersucht.

4.1.1a Mammakarzinome

Ein Verlust der Heterozygotie zeigt sich auf den Gelen durch einen Bandenverlust oder
eine Abschwidchung der Bandenintensitit. Weitere genetische Alterationen wie
Insertionen, Mutationen oder Translokationen stellen sich als zusédtzliche Bande oder als
eine Bandenverschiebung dar.

Fiir den Marker D19S178 auf dem Chromosom 19q13 zeigten 84% der Patienten eine
konstitutive Heterozygotie. 11% der Mammakarzinome der heterozygoten Patientinnen
zeigten einen Verlust der Heterozygotie. Bei 11% der Mammakarzinome lagen andere
genetische Alterationen vor (Tabelle 1).

Tabelle 1: Genetische Alterationen bei Mammakarzinomen

Chromosomale Marker  Anzahl Heterozygotie LOH (%) Andere Anderungen

Region Tumore (%)

19q13 D19S178 44 37 (84) 4 (1) 4 (1)
CEA 44 44 (100) 6 (14) 9 (20
13q13 FLT1 44 44 (100) 8 (18) 9 (21)
17q13-21 RNU2 44 44 (100) 0 (0) 0 (0)
D17S588 44 44 (100) 7 (16) 2 (5
(42D6)
D175855 44 44 (100) 10 (23) 12 (27)

Fir den Marker CEA wurden 14% LOH und weitere 20% genetische Alterationen

gefunden.

Der Marker FLT1 auf dem Chromosom 13ql3 zeigte beim gleichen Patientenkollektiv

18% Heterozygotieverlust und 21% andere Anderungen.
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Im Chromosom 17q13-21 zeigte der Dinucleotidrepeatmarker D17S588 16% LOH und 5%
andere Anderungen. Der Dinucleotidrepeatmarker D17S855 erbrachte 23% LOH und 27%
genetische Alterationen. Der Marker RNU2 zeigte weder LOH noch weitere Anderungen.
Die hochste LOH-Rate zeigte der Marker D17S855, der innerhalb des BRCA1-Gens liegt,
mit 23%.

Abb.3.1: PCR- Produkte des Markers D19S178 von Blut- und Tumor-DNA in einem
2% Agarosegel . Spur 8: GroBBenmarker Phi-X 174 DNA geschnitten mit Haelll.
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Abb. 3.2: Paarweiser Vergleich der Blut(B) und Tumor(T) DNA beziiglich Mikrosatelliten

Abb.3.2a: Nachweis von LOH fiir den Mikrosatellitenmarker D19S178 in einem 8%
Polyacrylamidgel.

Die Tumor-DNA Nr. 182 und 183 zeigen einen Heterozygotieverlust.
Spur 6 (Tumor-DNA Nr. 182 ): Bandenabschwichung im unteren PCR-Produkt
Spur 8 (Tumor-DNA Nr. 183 ): Deutlicher Bandenverlust des oberen PCR-Produktes .

B T B T = T BTB'I-'.B'I'
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Abb. 3.2b: Nachweis von LOH fiir den Mikrosatellitenmarker D17S588 in einem 8%
Polyacrylamidgel. Die Tumor-DNA zeigt einen Heterozygotieverlust.
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Spur 4 Bandenabschwichung im oberen PCR-Produkt.
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Abb. 3.2c: Nachweis von LOH fiir den Mikrosatellitenmarker D17S855 in einem 8%
Polyacrylamidgel. Spur 2 zeigt Bandenabschwéchung im unteren Allel.
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Abb 3.2d: Beispiele fiir andere Anderungen in PCR Produkte; Paarweiser Vergleich von
der Blut und Tumor DNA beziiglich der Marker A: D17S855, B: FLT1, C und D:
D17S588. Die verdanderten Fragmente sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.




4.1.1b Kolonkarzinome
Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich ist, zeigen bei den hier untersuchten Kolonkarzinomen

nur der Marker D19S178 auf Chromosom 19ql13 und der Marker D17S855 auf
Chromosom17ql13 jeweils einen LOH. Mit Hilfe der Marker D17S855 und D17S588
wurden andere genetische Alterationen entdeckt.

Tabelle 2: Genetische Alterationen bei kolorektalen Karzinomen

Chromosomale  Marker Gesamt Heterozygotie LOH Andere
Region Anzahl (%) Anderungen (%)

19913 D19S178 10 9 (90) 1(11) 0 (0)
CEA 10 10 _(100) 0 (0) 0 (0)

13913 FLT1 10 10 (100) 0 (0) 0 (0)

17913-21 RNU2 10 10 _(100) 0 (0) 0 (0)
D17S588 10 10 _(100) 0 (0) 3 (30)
D17S855 10 10 _(100) 1(11) 1(11)

4.1.2 Untersuchung von RFLPs mit BGP-spezifischen Sonden

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war, fiir das BGP Gen einen Heterozygotie-
verlust nachzuweisen, um so einen Hinweis auf eine mogliche Tumorsuppressorfunktion
des Gens zu erhalten. Da jedoch bisher kein Polymorphismus fiir das BGP Gen
beschrieben ist, sollte zunéchst ein hiufiger Polymorphismus dieses Gens gefunden
werden, um diesen anschlieend fiir LOH-Analysen einzusetzen.

Drei klonierte genomische BGP-spezifische Sonden (BGP, 5'-BGP, BGP-utr) wurden fiir
RFLP-Analysen von 13 DNA-Proben nichtverwandter Européer eingesetzt, die mit 10
verschiedenen Restriktionsenzymen (Pst I, Sal I, BamH 1, Rsa 1, Pvu II, Dde 1, Hpa II,
Hind III, Hae III, Mbo I) geschnitten wurden. Trotz intensiver Arbeiten ergaben sich keine
auswertbaren Hybridisierungen. Die Ursache hierfiir scheint in den benutzten Sonden zu
liegen. In der Annahme, dass sie moglicherweise sehr viele repetetive Sequenzen
beinhalten konnten, wurde zur Hybridisierungslosung zusitzlich Cot-DNA gegeben, um
die Repeat-Sequenzen auf dem jeweiligen Blot zu unterdriicken. Dies fiihrte jedoch nicht
zum gewiinschten Erfolg. Aus diesem Grund konnten die LOH-Analysen fiir den BGP-

Locus nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

46



4.1.3 Korrelation genetischer Verinderungen von Tumorzellen mit histo-
pathologischen Prognosefaktoren

Die dokumentierten molekularbiologischen Alterationen wurden mit folgenden histo-

pathologischen Prognoseparametern mit dem Exakten Test nach Fisher auf

Unabhéngigkeit getestet:

a) Bei Mammakarzinomen: Nodalstatus, Grading, Progesteronrezeptorstatus und
Ostrogenrezeptorstatus

b) Bei Kolonkarzinomen: Nodalstatus, Grading und Lokalisation des Tumors

4.1.3a Mammakarzinome
Tabelle 3: Anzahl der Tumoren mit genetischen Alterationen aufgeschliisselt

entsprechend histopathologischen Prognoseparametern

TUMORE MIT ALLEN GENET. ANDERUNGEN TUMORE OHNE ANDERUNGEN (%)

(INCL. LOH)(%)
Locus [Chr19q [ Chrl19q [ Chrl7q [ Chr17q | Chr13q |Chr19q | Chr19q | Chrl7q |Chrl7q |Chrl3

Marker | D19S178 | CEA D17S588 | D17S855 FLT1 D19S178 | CEA D17S588 | D17S855 FLT1
Nodal |8(28) [11(40) |8(28) |[17(59) |8 (28) [21(72) [18(60) |21 (72) |12 (41) |21(72)
positiv
Nodal 1(7) |4@7) [1(7) 5@33) [9 (60) |14(93) |11(73) |14 (93) |10(67) |6 (40)
negativ

Grad1 [1(17) [120) [0 |29 |1 (14) [5@83) [4(80) [6(100) [5(71) |6(86)
Grad2 [4(31) |[6(30) [3(17) [844) |427) |9(69) |14(70) [15(83) |10(56) |11(73)
Grad3 [4(22) [8(42) [6(30) [12(63) |8 (36) |14(78) |11(58) [14(70) |7(37) |14(64)
ER 8(30) [12(36) [6(18) [14(42) [10(31) |19(70) |21 (64) |27 (82) |19 (58) |22(69)

positiv
ER 1(10) |3 27) (3 27) |8 (73) [4 (33) |9 (90) |8 (73) |8 (73) |3 (27) |8(67)
negativ
PR 730) [9(33) |7(25 |[15(54) |11 (39) |[16(70) [18(67) |21 (75) |13 (46) |17(61)
positiv

PR 2(14) |59) |45 |7@4) |3 (19) |12(86) |12(71) |12(75) |9(56) |13(81)

negativ

Tabelle 4: Korrelation der Anzahl von Tumoren mit genetischen Anderungen mit

histopathologischen Prognosekriterien bei Mammatumoren
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Tabelle 4.1) Nodalstatus

Marker Nodalstatus Anzahl der Tumore mit Tumore ohne
untersuchten _genetischen _ genetische
Tumore Anderungen(%) Anderungen(%)

Marker nodal-positiv 29 8 (28%) 21 (72%)

D19S178 nodal-negativ 15 1(7%) 14 (93%)

P=0,3349

Marker CEA | nodal-positiv 29 11 (40%) 18 (60%)
nodal-negativ 15 4 (27%) 11 (73%)

P=0,84

Marker Alle Proben waren nodal-negativ

RNU2

Marker nodal-positiv 29 8 (28%) 21 (72%)

D178588 nodal-negativ 15 1 (7%) 14 (93%)

P= 0,335

Marker nodal-positiv 29 17 (59%) 12 (41%)

D17S855 nodal-negativ 15 5 (33%) 10 (67%)

P=10,513

Marker nodal-positiv 29 8 (28%) 21 (72%)

FLT1 nodal-negativ 15 9 (60%) 6 (40%)

P=0,773

Tab. 4.2) Grading

Marker Grading Anzahl der unter-  Tumore mit Tumore ohne

suchten Tumore genetischen genetische

Anderungen(%) Anderungen(%)

D19S178 | Grad 1 6 1 (17%) 5 (83%)

48



Tab. 4.3) Progesteron-Rezeptorstatus

Progesteron-
rezeptorstatus

Anzahl der
untersuchten
Tumore

Tumore mit
gesamten
genetischen
Anderungen
(%)

Grad 2 13 4 (31%) 9 (69%)
Grad 3 18 4 (22%) 14 (78%)

P=0,882

CEA Grad 1 5 1 (20%) 4 (80%)
Grad 2 20 6 (30%) 14 (70%)
Grad 3 19 8 (42%) 11 (58%)

P=0,664 |

D17S588 [Grad 1 6 0 (0%) 6 (100%)
Grad 2 18 3 (17%) 15 (83%)
Grad 3 20 6 (30%) 14 (70%)

P=0301 |

D17S855 [Grad 1 7 2 (29%) 5(71%)
Grad 2 18 8 (44%) 10 (56%)
Grad 3 19 12 (63%) 7 (37%)

P=0,260 |

FLT1 Grad 1 7 1 (14%) 6 (86%)
Grad 2 15 4 (27%) 11 (73%)
Grad 3 22 8 (36%) 14 (64%)

P= 0,403

Tumore ohne
_ genetische
Anderungen (%)

Marker D19S178 positiv 23 7 (30%) 16 (70%)
negativ 14 2 (14%) 12 (71%)

P=1

Marker CEA positiv 27 9 (33%) 18 (67%)
negativ 17 5 (29%) 12 (71%)

P=1

Marker D17S588 positiv 28 7 (25%) 21 (75%)
negativ 16 4 (25%) 12 (75%)

P=1
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Marker D17S855 positiv 28 15 (54%) 13 (46%)
negativ 16 7 (44%) 9 (56%)

P= 0,935

Marker FLT1 positiv 28 11 (39%) 17 (61%)
negativ 16 3 (19%) 13 (81%)

P=1

Tab. 4.4) Ostrogenrezeptorstatus

Marker Ostrogerezeptor Anzahl der Tumore mit Tumore ohne

-status untersuchten gesamten _ genetische
Tumore _ genetischen Anderungen (%)
Anderungen (%)

D19S178 positiv 27 8 (30%) 19 (70%)
negativ 10 1 (10%) 9 (90%)

P= 0,598

Marker CEA positiv 33 12 (36%) 21 (64%)
negativ 11 3 (27%) 8 (73%)

P= 0,992

Marker D17S588 positiv 33 6 (18%) 27 (82%)
negativ 11 3 (27%) 8 (73%)

P= 0,884

Marker D17S855 positiv 33 14 (42%) 19 (58%)
negativ 11 8 (73%) 3 (27%)
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P= 0,497

Marker FLT1 positiv 32 10 (31%) 22 (69%)
negativ 12 4 (33%) 8 (67%)

P= 0,277

Beziiglich des Nodalstatus der Mammakarzinome konnte keine statistisch signifikante
Korrelation zu genetischen Alterationen festgestellt werden.

Hinsichtlich des histologischen Grades fiel auf, dass je undifferenzierter die
Mammakarzinome sind, desto hdher der Anteil von genetischen Anderungen ist. Jedoch
ergibt sich bei der statistischen Auswertung mit dem Fisher-Test keine Assoziation. Dies
konnte damit zusammenhéngen, dass das Patientenkollektiv zu klein ist.

In Bezug auf den Rezeptorstatus ldsst sich sowohl fiir den Ostrogen- als auch fiir den
Progesteronrezeptor keine statistisch signifikante Korrelation zwischen genetischen

Alterationen und diesen histopathologischen Parametern nachweisen.

4.1.3b Kolonkarzinome
Tab.5) Korrelation der Anzahl von Tumoren mit genetischen Alterationen zu

histopathologischen Prognosekriterien bei Kolontumoren

Vergleiche der Kolontumoren bezogen auf dem Nodalstatus, zeigten bei den nodal-
negativen Patienten im Vergleich zu den nodal-positiven ein vermehrtes Vorkommen
genetischer Anderungen, wobei diese Korrelation jedoch nicht statistisch signifikant war
(Tabelle 5.1). Bei allen Kolontumoren war der histologische Grad II festgestellt worden, so
dass hier kein Vergleich mdglich war (Tabelle5.2). Auch zwischen der Haufigkeit von
genetischen Alterationen und der Tumorlokalisation ergab sich keine statistisch
signifikante Korrelation (Tabelle 5.3), wegen der geringen Anzahl von Proben.

Tab. 5.1) Nodalstatus

Marker Nodalstatus Anzahl der Tumore mit Tumore ohne
untersuchten _ genetischen _ genetische
Tumore Anderungen (%) Anderungen (%)

Marker D19S178 nodal-positiv 3 0 (0%) 3 (100%)
nodal-negativ 6 1(17%) 5 (83%)

P=1

Marker CEA nodal-positiv 4 0 (0%) 4 (100%)
nodal-negativ 6 0 (0%) 6 (100%)

P=1

Marker D17S588 | nodal-positiv | 4 | 1.(25%) | 3 (75%)
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[ nodal-negativ.__ | 6 | 2 (33%) | 4 (67%)

P=1
Marker D17S855 nodal-positiv 4 1 (25%) 3 (75%)
nodal-negativ 6 1(17%) 5 (83%)

P=1
Marker RNU2 Nodal-positiv 4 0 (0%) 4 (100%)
nodal-negativ 6 0 (0%) 6 (100%)

P=1
Marker FLT1 Nodal-positiv 4 1 (25%) 3 (75%)
nodal-negativ 6 1(17%) 5 (83%)

P=1

Tabelle 5.2) Grading

Alle untersuchten Tumore hatten einen Differenzierungsgrad von II.

Anzahl Genetische Alterationen (%) Keine Anderungen (%)

der Tumore Chr. 19q Chr. 17q Chr.13q Chr. 19q Chr. 17q Chr. 13q
Grad Il 10 1.(10) 4 (40) 1.(10) 9 (90) 6 (60) 9 (90)

Tabelle 5.3) Lokalisation der Kolonkarzinome

Tumore mit genetischer Tumore ohne genetischer
Anderungen Anderungen

Marker D19S178 CEA  DI178588  D178855 FLT1 DI19S178  CEA D17S588 DI17S855 FLTI
Coecum 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2
Colon asc. |0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
Sigmoid 0 0 1 0 1 3 3 2 3 2
Rectum 1 0 1 1 0 2 3 2 2 3
nicht 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1
beschrieben
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4.2 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS VON MUTATIONEN IM
BRCAI1-GEN BEI SPORADISCHEN MAMMAKARZINOMEN

Mit Hilfe der SSCP- und Heteroduplex-Technik wurden 44 DNA Proben aus sporadischen
Mammakarzinomen zum Nachweis von Mutationen in drei bei erblichen Tumoren haufig

alterierten Exons des BRCA1 Gens untersucht.

4.2.1 SSCP-Analyse von Exon 2, 5 und 20 des BRCA1 Gens
Da in einigen Literaturstellen (Hayashi 1991, Dean et al.1991, Hayashi und Yandell 1993 )

angegeben wird, dass bei der SSCP-Technik die Umgebungstemperatur (Raumtemperatur
oder 4°C) den Bandenlauf verdndert, wurden in dieser Arbeit die ersten 20 Proben parallel
bei 4°C, Raumtemperatur und Raumtemperatur mit Einsatz eines Ventilators untersucht.
Es fand sich kein Unterschied im Bandenverlauf. Die weiteren Gele wurden daher alle bei
Raumtemperatur mit Einsatz eines Ventilators gefahren.

Tabelle 6: SSCP-Analyse von 3 Exons des BRCA-1 Gens

Exon Anzahl der untersuchten Tumore Anzahl der auffalligen Proben (%)
2 44 3(7%)
5 44 1(2%)

20 44 0(0%)

In dem vorliegenden Patientenkollektiv konnten fiir PCR-Produkte des Exon 2 bei 3
Tumor-DNA Proben ein gegeniiber der Blut-DNA verdnderter Bandenlauf dargestellt
werden, dagegen zeigte das Exon 5 nur in einer Probe eine verdnderten Bandenlauf. Das
Exon 20 zeigte in keinem Fall ein verdndertes Bandenmuster. Fiir weitere Analysen

wurden die auffilligen PCR-Produkte direkt sequenziert.
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Abb. 3.3: Darstellung eines 2% igen Agarose-Gels mit PCR-Produkte von BRCA1 Exons
2, 5 und 20 . Der Marker ist die PhiX DNA, gespalten mit Hae III Resriktionsenzym.

Ex2 Ex2 Ex5 Ex5 Ex20 Ex20 Markerfiiy

Abb.3.3.a Darstellung eines 8% igen SSCP-Gels mit paarweise aufgetragenen PCR-

Produkten des Exons 2 von Blut- und Tumor-DNA (Silberfarbung). Die PCR-Produkte der
Tumor- DNA mit dem Pfeil sind auffillig.
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Abb. 3.3b: Darstellung eines 8% igen SSCP-Gels mit paarweise aufgetragenen PCR-
Produkten des Exons 5 von Blut- und Tumor-DNA (Silberfirbung). Das PCR-Produkt
einer der Tumor- DNA ist auffillig.

4.2.2 Heteroduplex-Analyse von Exon 2, 5 und 20 des BRCA1 Gens
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Aus Tab. 7 ist ersichtlich, dass ein verdndertes Laufverhalten in der Heteroduplex-Analyse
weder fiir PCR-Produkte der Exons 2 und 5 noch des Exon 20 nachweisbar war. Von 44
untersuchten DNA- Fragmenten wies keine Tumor-DNA Probe ein abweichendes
Laufverhalten im Sinne eines Heteroduplex auf.

Tabelle 7 : Heteroduplex-Analyse von 3 Exons des BRCA1 Gens

Exon Anzahl der untersuchten Tumore Anzahl der auffilligen Proben (%)
2 44 0 (0%)
5 44 0 (0%)

20 44 0 (0%)

4.2.3 Sequenzierung
Vier Proben, die in der SSCP-Technik auffillig waren, wurden sequenziert. Fiir keine der

im Screening auffilligen Proben konnte durch direkte Sequenzierung eine Mutation

nachgewiesen werden.

Abb. 3.4: Bild einer direkten Sequenzierung der PCR-Produkte des Exon 2 von der Probe

Nr. 150. Es zeigt keine abweichende Basenabfolge von Exon 2.
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Abb. 3.5: Bild einer direkten Sequenzierung der PCR-Produkte des Exons 5 fiir die DNA —

Nr. 189. Es zeigt eine normale Basenabfolge des Exon 5.
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4.3 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS VON BEKANNTEN
MUTATIONEN IM BRCA1-GEN BEI SPORADISCHEN MAMMA- UND
KOLONKARZINOMEN

4.3.1 Analysen mit der ASO — Technik

Mit Hilfe der ASO-Technik wurden alle 44 Mammakarzinome und 10 Kolonkarzinome
auf 2 spezifische, bei erblichen Mammakarzinomen hiufig auftretende Mutationen (AG
Deletion im Codon 23 fiir Exon 2 und Insertion C im Codon 1756 fiir Exon 20) untersucht.

Es wurde aber keine genetische Veridnderung festgestellt.

Abb. 3.6: Hybridisierung von Dot-blot Filtern der PCR-Produkte des Exons 2 von 20
Patientinen mit der Oligonucleotidsonden fiir die Wildtyp Sequenz und 185del-AG
Mutation von Exon 2 im BRCA 1 Gen.

Abb. 3.6a: Hybridisierung mit Oligosonde fiir Wildtyp Sequenz.
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Abb. 3.6b: Hybridisierung von Dot-blot Filter der PCR-Produkte des Exons 2 von 17
Patientinen mit der Oligosonde fiir 185delAG Mutation.
Die Kontolle (Control) ist das PCR Produkt von DNA einer Patientin mit 185delAG

Mutation.
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S  DISKUSSION

5.1 UNTERSUCHUNGEN ZUM VERLUST DER HETEROZYGOTIE
UND KORRELATION MIT HISTOPATHOLOGISCHEN
PROGNOSEFAKTOREN

Mutationen in Tumorsuppressorgenen sind im allgemeinen rezessiv. Das bedeutet, dass das
Vorhandensein eines Wildtyp-Allels ausreichend ist, um die normale Funktion des Gens
aufrecht zu erhalten (Levine et al. 1993). Erst ein mutagenes Ereignis im zweiten Allel
desselben Gens, z.B. Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH), fiihrt dann
zum Verlust der Tumorsuppressorfunktion.

Eine Vielzahl von Heterozygotieverlusten in bestimmten Genloci wurde inzwischen in
Tumorzellen verschiedener Herkunft gefunden und teilweise molekularbiologisch
charakterisiert. Sie werden als ein deutlicher Hinweis auf die Existenz von
Tumorsuppressorgenen gewertet. In der vorliegenden Arbeit wurden LOH-Analysen
durchgefiihrt, um mutmaBliche Lokalisationen von Tumorsuppressorgenen auf drei
Chromosomen nachzuweisen, die Héiufigkeit ihres Vorkommens mit histopathologischen
Prognosefaktoren zu korrelieren und somit ihre Bedeutung als mdgliche molekulare

Prognosefaktoren abzuschitzen.

5.1.1 Chromosom 17q13-21
Die Arbeitsgruppe von Cropp et al. (1993) hat bei sporadischen Mammatumoren LOH-

Analysen mit 18 polymorphen Markern fiir das Chromosom 17 durchgefiihrt. In 3
unabhédngigen Regionen (1. Region zwischen D17S73 und NMEI; 2. Die zentrale Region
zwischen den Markern D17S86 und D17S21 und 3. Die Region zwischen den Markern
D17S20 und D17S77) wurden gehduft Heterozygotieverluste gefunden: 37% LOH mit
dem Marker D17S73, 45% mit NMEI, 20% mit D17S86 und 35% mit D17S21. LOH-
Raten von 7% ergab der Marker D17S20 und 37% der Marker D17S77. Yamashita et al
(1996) fanden wenig LOH in dieser Region in sporadischen Mammakarzinomen bei den
Japanerinnen.

In meiner Arbeit konnte ich bei den 44 untersuchten Mammatumoren auf dem Chromosom
17q 16% Heterozygotie-Verluste mit dem Marker D17S588 sowie 23% LOH mit dem
Marker D17S855 nachweisen. Bei 10 Kolontumoren wurde fiir den Markerlocus D17S855
nur in einer Probe ein Heterozygotieverlust beobachtet. Der Marker RNU?2 zeigte weder in

den Mammakarzinomen noch in Kolonkarzinomen genetische Alterationen.
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Die Raten der Heterozygotieverluste und anderer genetischer Anderungen, wie Insertionen,
Deletionen, Translokationen, zeigten in dem vom mir untersuchten Patientengut keine
statistisch ~ signifikante Korrelation zu histopathologischen Prognosekriterien wie
Ostrogenrezeptorstatus, Progesteronrezeptorstatus, Nodalstatus und histopathologischem

Grading.

In der Literatur wurden recht unterschiedliche Ergebnisse zur Korrelation von LOH
Analysen zu histopathologischen Prognosefaktoren beschrieben. Bedingt durch die relativ
aufwendige Methodik ist das untersuchte Patientengut zumeist sehr klein, so dass der
statistischen Auswertung Grenzen gesetzt sind. In der Arbeit von Rita K. Schmutzler et al.
(1995), die ein Patientenkollektiv von 47 Mammakarzinompatientinnen untersuchte, fielen
die LOH-Analysen dhnlich aus wie in der vorliegenden Arbeit. So fand sie beispielsweise
in der Region von D17S855 einen Heterozygotieverlust von 22%, der statistisch signifikant
mit dem positiven Nodalstatus korrelierte (p=0,0039). Eine mdgliche Ursache dafiir konnte
sein, dass sich in dem von mir untersuchten Kollektiv weniger nodalpositive Patientinnen
befanden (66 %) als in dem Patientengut (84%) von Schmutzler et al. (1995).

Ein weit groBeres Patientenkollektiv untersuchte Callahan et al. (1993) in einer Studie mit
160 sporadischen Mammakarzinomen, bei der die LOH-Raten auf dem Chromosom 17q
bei 32% lagen. Diese Verlustrate korrelierte statistisch signifikant mit dem negativen
Ostrogenrezeptorstatus (p<0,02). Weder in der Arbeit von Schmutzler et al. (1995) noch in
dem von mir untersuchten Patientengut konnte eine solche Korrelation nachgewiesen
werden moglicherweise auf Grund der niedrigeren Patientenanzahl oder des Einsatzes

anderer Marker.

Beckmann et al. (1996) und Niederacher et al. (1997) untersuchten mit verschiedenen
BRCA1- und BRCA2 Markern, so auch DI17S855, sporadische und familidre
Brustkarzinome auf LOH. Dabei stellten sie fest, dass Verluste der Heterozygotie in
Brustkarzinomen, nachgewiesen mit BRCA1 Markern, signifikant korrelierten mit der
TumorgroBe (bei D17S855 p=0,023), mit dem hoheren histopathologischen Grad (bei
D17S8855 p=0,0036); jedoch nicht mit dem Lymphknotenstatus und dem Alter der

Patienten.
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5.1.2 Chromosom 13¢q13
In der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren der Marker FLT1, der in der Nachbarschaft

des BRCA2 Gens in der Region 13ql2 liegt, fiir LOH-Analysen eingesetzt. Bei den
insgesamt 10 untersuchten Kolonkarzinom-DNA Proben wurde mit dem Marker FLT kein
Heterozygotieverlust gesehen.

Fiir die 44 Brusttumore ergaben die LOH-Analysen 18% Heterozygotieverlust sowie 21%
andere genetische Anderungen wie Bandenverschiebungen oder das Auftreten neuer
Banden.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Studie von Collins et al. (1995), der zeigte,
dass bei sporadischen Mammakarzinomen in ca. 20-30% ein Allelverlust in der BRCA2
Region auftritt. Auch bei familiir gehduft auftretenden Brustkrebs und minnlichen
Brustkrebs ist LOH hiufig in der Region 13q13 zu finden.

In der zuvor dargestellten Arbeit von Callahan et al. (1993) wurde auch die Region
13q14.1 untersucht, in der das Retinoblastomgen liegt. Die Autoren fanden eine LOH-Rate
von 30%, die mit dem histopathologischen Grad III statistisch signifikant korrelierte
(p<0,031). Diese LOH-Untersuchungen fiihrten zur Klonierung des BRCA2 Gens in dieser
Region. Auch Schmutzler et al. (1995) untersuchten diesen Locus bei Mammakarzinomen
und fanden LOH-Raten von 28-30%, die jedoch keine statistisch signifikante Korrelation

zu einem der histopathologischen Prognosefaktoren aufwiesen.

5.1.3 Chromosom 19q13

Fiir die chromosomale Region 19q13 wurden bei Tumoren hdufig LOH beschrieben.
Pollascik et al. (1996) untersuchte Nierenzellkarzinome, bei denen er 43% LOH in der
Region 19q mit dem Marker D19S246 bei Oncozytomen fand. A. Bicher et al. (1997)
untersuchte menschliche Ovarialkarzinome und wies bei 53% der Tumore LOH in der
chromosomalen Region 19q nach.

In der vorliegenden Arbeit wurden die 44 Brustkrebstumor-DNA Proben sowie die DNA
von 10 Kolontumoren mit 2 spezifischen Markern fiir die Region 19q13, D19S178 und
CEA, auf Heterozygotieverluste und andere genetische Anderungen untersucht. Die LOH-
Rate lag fiir den Marker D19S178 bei Mammatumoren bei 11% und fiir CEA bei 14%,

andere genetische Anderungen wurden bei 11% bzw. 20% der Tumore beobachtet. Die
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Untersuchung von Kolontumoren zeigte nur bei einer von 9 Proben einen
Heterozygotieverlust mit dem Marker D19S178.

Die Hiufigkeit der anderen Anderungen, die ein Ausdruck der Deletionen, Insertionen,
Translokationen als Mikrosatellit Instabilitdt erfasst werden, ist bei den hier untersuchten
Tumoren gering ausgefallen. Eine dhnliche Beobachtung bei Brusttumoren ist auch von
Anbazhagan et al. (1999) gemacht worden.

Die in der vorliegenden Arbeit mit verschiedenen Mikrosatellitenmarkern nachgewiesenen
genetischen Alterationen zeigten keine statistisch signifikante Korrelation zu den histo-
pathologischen Prognoseparametern der Tumore, so dass sie als Prognoseparameter
ungeeignet erscheinen. Die von anderen Autoren nachgewiesenen statistsich signifikanten
Korrelationen zwischen den Raten der Verluste der Heterozygotie und histopathologischen
Prognosefaktoren wie Nodalstatus oder histologischer Grad 3 konnten sich jedoch in

groflen Kollektiven nicht als Prognosefaktoren etablieren.

Prognostische Aussagekraft bei an Mammakarzinomen erkrankten Patientinnen hat die
Expression des c-erb B2 Proteins. Das Onkogen Her2/neu (c-erbB2) liegt auf Chromosom
17921. Seine Aktivierung fiihrt zur verstiarkten Expression des Onkogenproduktes, eines
transmembrandsen Glykoprotein-Rezeptors (p185-Her2) mit Tyrosin-Kinase-Aktivitt.
Dieser Rezeptor vermittelt wachstumstimulierende FEigenschaften. Bei 30% der
Mammakarzinome kommt es zu einer Uberexpression dieses Faktors, der mit einer
unglinstigen Prognose assoziiert ist. In Patientinnen, die das c-erbB2 in hohem Malle
exprimieren, wurde festgestellt, dass eine adjuvante Therapie nach dem CMF-Protokoll
(Cyclophosphamid, Methotrexat und 5-FU) keinen Erfolg bringt. Hier wiren
anthrazyklinhaltige Pridparate oder die Therapie mit einem neuen monoklonalen
Antikorper, dem Trastuzumab (HER 2-Antikorper= Herceptin) wirksamer. In Phase II
Studien bei Mammakarzinomen zeigten sich Remissionsraten von 15% bei Gabe von
Herceptin allein, wogegen durch Kombinationstherapie mit Anthrazyklinen oder Taxanen
Remissionsraten von 62% erzielt werden konnten (Empfehlungen des Tumorzentrums
Miinchen (ASCO 1999). Der Verlust des CEA’s bei hepatozelluldren Karzinomen wurde

als ein weiterer prognostischer Faktor gefunden. Cruz et al. (2005)
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5.2 UNTERSUCHUNGEN IN DER BRCA-1 GENREGION

Tragerinnen von Mutationen im BRCA1 oder BRCA2 Gen besitzen ein Risiko von 56%
fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms bis zum 75. Lebensjahr (Couch et al. 1997,
Healy 1997). Haufige Mutationen im BRCA1 Gen wurden im Exon 2, 5 und 20
beobachtet. Dabei wurde die 185 del AG Mutation im Exon 2 und die 1583 Insertion C im
Exon 20 am hiufigsten gesehen, insbesondere in Ashkenazi-Familien. Striiwing et al.
(1995a, b) untersuchten 858 Ashkenazi-Jiidinnen (aus osteuropdischer Abstammung) auf
genetische Anderungen und fanden die Mutation 185 del AG im Exons 2 des BRCA1 Gens
mit einer Haufigkeit von 0,9%. Eine von 100 Frauen in Ashkenazi-Familien hat somit das
Risiko ein Brust- oder Ovarialkarzinom zu entwickeln. Nahezu 20% der Jidinnen, die
Brustkrebs unter 42 Jahren entwickeln, und 32% der Familien mit gehéduft auftretenden
Mammakarzinomen tragen die 185 del-AG Mutation im BRCA1 Gen. In der iibrigen
Bevdlkerung kommen Mutationen im BRCA1 und BRCA2 Gen mit einer Hiufigkeit von
etwa 0,12% vor, so dass eine von 800 Frauen Tréigerin einer solchen Mutation ist.
Demgegeniiber sind es 2,3% der Ashkenazi-Jiidinnen (1 von 40 Frauen), die BRCA1 und

BRCA2 Mutationen in ihrer Erbinformation enthalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der ASO-Technik DNA von 44 sporadischen
Mammakarzinomen und von 10 Kolonkarzinomen auf die 185 del AG Mutation im Exon 2
und die 1583 Insertion C im Exon 20 hin untersucht. Es wurden jedoch keine Mutationen
gefunden. Schattuck-Eidens et al. (1995) untersuchten 50 italienische Frauen mit familidr
gehduft auftretendem Mammakarzinom auf die Anwesenheit der obengenannten
Mutationen im Exon 2 und 20 und fanden jeweils eine Mutation im Exon 2 und eine im
Exon 20 des BRCA 1 Gens. De Benedetti et al. (1996) untersuchten 70 italienische Frauen,
die an Brust- und/oder an Ovarialkarzinomen erkrankten und eine positive
Familienanamnese besallen, mit Hilfe des Protein-Truncation- Test und Sequenzierung auf
die Anwesenheit von BRCA-1 Mutationen. Sie fanden bei 31% der Patientinnen mit
positiver Familienanamnese und bei 7% der Patientinnen mit frithaufgetretenem
Brustkrebs BRCA-1 Mutationen. 89% der Brustkarzinome mit BRCA-1 Mutationen
wiesen den histopathologischen Grad 3 auf. 100 % der BRCA-1 positiven
Ovarialkarzinome entsprachen dem endometroiden Typ.

Die Autoren schluBfolgerten, dass dieser spezifische histopathologische Grad 3 ein

Kriterium sein konnte, um selektiv Félle fiir eine BRCA-1 Mutationsanalyse zu
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verwenden. Sporadische Ovarialkarzinome zeigten in dieser Studie keine genetischen
Verdanderungen. Marajev et al. (1995) fanden BRCA1 Genmutationen in spontaner
Ovarkrebs. Berchuck et al. (1998) fanden in etwa 56% der Patientininen mit hereditirem
Ovarkrebs germline Mutationen in BRCA1 Gen sowie somatische Mutationen dieses Gens
nur in 5% der Fille von spontanem Ovarialkarzinom.

Mit Hilfe der SSCP- und Heteroduplexanalyse wurden in der vorliegenden Arbeit 44
sporadische Brustkarzinome und 10 Kolonkarzinome auf genetische Alterationen
(Bandenverluste, Verschiebungen oder Hinzukommen von neuen Banden) der Exons 2, 5
und 20 des BRCAIl Gens untersucht. Die auffilligen Proben wurden anschlieend
sequenziert. In keiner der Proben war in Exon 2, 5 oder 20 eine somatische Mutation des
BRCAT1 Gens nachweisbar. Dieses Ergebnis stimmt mit den von anderen Arbeitsgruppen
erhobenen Befunden iiberein, die auch keine Mutationen in BRCA1 gen bei sporadischen
Brustkarzinome nachweisen konnten (Katagiri et al. 1996, Valamathi et al. 2004).
Mutationen im BRCA1-Gen wurden nur in duBlerst seltenen Féllen beschrieben (Kajima et
al.1998, Khoo et al.1999). Ein Grund dafiir mag darin legen, dass Spontanmutationen
dieses Gens in einer sehr geringen Frequenz vorkommen. Ein anderer Grund konnte darin
liegen, dass die Gene sehr grof3 sind, so dass Mutationen nur mit sehr grolem Aufwand
nachweisbar sind. Skolnik (1994) hat 44 nichtfamilidre Brust- und Ovarialkarzinome auf
genetische Anderungen im BRCA-1 Gen untersucht. Dabei konnte bei 4 Patientinnen ein
Defekt im Gen gefunden werden. Bei genauerer Untersuchung stellte sich jedoch heraus,
dass bei diesen 4 Patientinnen das BRCA-1 Gen auch in den normalen Zellen mutiert war.
Die vier Patientinnen waren Mitglieder von Hochrisikofamilien und félschlicherweise
sporadische Formen zugeordnet worden. Khoo et al. (1999) beschrieben bei einer Patientin

mit sporadischem Mammakarzinom eine Mutation im Exon 11 des BRCA1 Gen.

Obwohl bei der iiberwiegenden Zahl sporadischer Mammakarzinome keine Mutationen im
BRCAT1 Gen nachweisbar sind, weisen sie hdufig eine verminderte Expression des BRCA1
Gen auf (Yoshikawa et al. 1999). Die Ergebnisse von in vitro Experimenten lassen
vermuten, dass die Downregulierung der BRCA1 Genexpression durch DNA-
Methylierung kontrolliert wird (Magdinier et al. 1998 und 2000, Benchaib et al. 2000,
Scully und Livingston 2000). Ingvarsson 1999 wies darauf hin, dass sporadische
Mammakarzinome insgesamt weniger genetische Defekte aufweisen als erbliche
Brusttumore mit genetischen Aberrationen im BRCA1 oder BRCA2 Gen. Auch die

Unterschiede in klinisch-pathologischen Merkmalen sprechen dafiir, dass der

66



Karzinogenese von erblichen und sporadischen Mammakarzinome unterschiedliche
Pathogenesemechanismen zugrunde liegen (Chappuis et al. 2000).

Eine interessante Theorie stellten Jensen und Mitarbeiter (1996) zur Funktion des BRCA1
Gens und seines Genproduktes auf. Sie fanden, dass das BRCA1 Genprodukt sich wie ein
Granin verhilt und sich in Sekretvesikeln befindet, so dass das BRCA1 Genprodukt nur

das Wachstum der Zellen hemmt, die diesen Sekretionsweg enthalten.

Eine mogliche Erkldrung, warum die Gene BRCA1 und BRCA2 selten in sporadischen
Brustkarzinomen verdndert sind, haben erstmals Kinzler und Vogelstein 1997 vorgestellt.
Sie unterschieden zwischen Gatekeeper- und Caretaker-Genen (Torhiiter- und
Wachmeister-Gene). Die Gatekeeper-Gene regulieren das Wachstum des Tumors, indem
sie den Zelltod initiieren. Jeder Zelltyp hat nur ein oder wenige Gatekeeper-Gene. Bei
Inaktivierung dieser Gene entsteht Krebs, dadurch dass kein Zelltod mehr erfolgt.
Beispiele dafiir sind das Retinoblastom, von Hippel-Lindau-Syndrom, Neurofibromatose
Typ I und Adenomatose polyposis coli. Fiir die Tumorentwicklung miissen beide Gene
miitterlicher- und viéterlicherseits alteriert sein. Bei Inaktivierung der Caretaker Gene
entstehe eine genetische Instabilitit, die dann zur Mutation aller Gene auch die der
Gatekeeper-Gene fithre und damit wieder zum unkontrolliertem Wachstum. Kinzler und
Vogelstein (1997) vermuteten, dass das BRCA1- und BRCA2 Gen zu den Caretaker-

Genen gehoren.

Mit dem klonieren des BRCA1 und BRCA2 Gens ist eine prisymtomatische Diagnostik
fiir eine Vielzahl von Frauen mit erblichen BRCA1 und BRCA2 Gendefekten moglich.
Diese Methode, die zwar in einigen Féllen sehr hilfreich ist, gefdhrdete Risikogruppen
ausfindig zu machen, bringt im Allgemeinen Konflikte mit sich. Einerseits kann die
Identifikation von Gentragern durch diese Methoden hilfreich sein, um diese Zielgruppe, in
der gehduft Mammakarzinome vorkommen, besser zu iiberwachen und rechtzeitig
chirurgisch zu therapieren ohne eine anschlieBende adjuvante Chemotherapie durchfiihren
zu missen. Auf der anderen Seite bringen diese ,,Krebsteste® den Betroffenen
Unsicherheit, soziale Stigmatisierung, eventuell Verlust des Arbeitsplatzes und nicht
zuletzt bei praventiver chirurgischer Ablatio mammae starke psychische Belastung.

Foulkes und Narod (1995) stellen in ihre Arbeit dar, dass nur Frauen von

prasymptomatischen Genanalysen profitieren, die betroffene lebende Verwandte haben. In
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den néchsten Jahren wird das Testen auf Mutationen im BRCA1 und BRCA2 Gene
Routine werden.

Uber die tatsichliche Bedeutung positiver Befunde und ihrer Konsequenzen wird noch
kontrovers diskutiert. In den USA haben sich Patientinnen, die Mutationen im BRCA1
oder BRCA2 Gen tragen, zur beidseitigen prophylaktischen Mastektomie entschlossen.
Die Ablatio mammae bei positiven BRCA1 Gentrdgern erscheint mir verfriiht, da die
Betroffenen zwar ein erhohtes Erkrankungsrisiko haben, es jedoch nicht sicher ist, ob die
Betroffenen an Krebs erkranken werden. Vergleichbar dem Fearon Modell der Adenom-
Karzinom-Sequenz fiir Kolonkarzinome ist auch fiir Mammakarzinome eine in mehreren
Schritten erfolgende Karzinogenese anzunehmen (Ingvarsson 1999). Weitere
Untersuchungen zur Etablierung molekularer Prognosefaktoren sind daher notwendig, um
auf bestimmte Tumorstadien und Formen abgestimmte Empfehlungen fiir therapeutische
Interventionen geben zu kdnnen.

Auch bei vererbbarem Brustkrebs sind in etwa 1/3 der Familien keine Mutationen in den
BRCAT und BRCA2 Genen gefunden worden (Andersen, 1996). Es gibt aber auch
iiberzeugende Griinde, dass andere hochpenetrante Gene die Anfalligkeit zu einem
Brustkrebs erh6hen.

Bei der Suche nach solchen Genen mit Hilfe von CGH, LOH und
Kopplungsuntersuchungen in Familien mit vererbtem- und spontanem Brustkrebs haben
Hinweise auf die Chromosomen 8pi», (Seitz et al. 1997, Rahman et al. 2000), 13q21
(Kainu et al. 2000), 12q und 20q (Tanner et al. 1995, Collins et al.1998) ergeben. Bis jetzt
sind diese Hinweise widerspriichlich geblieben (Rahman et al.2000) und trotz intensiver
Suche keine verantwortlichen Gene in diesen Intervallen gefunden worden. In einigen
Féllen von syndromal vererbtem Krebs, bei denen auch Brustkrebs vorkommt, zeigen bis
zu 10% Mutationen in den Genen PTEN, STK/LB1 (Li et al. 1997, Chen et al. 1998, Chen
und Lindblom 2000) oder ATM (Chenevix-Trench et al. 2002 ). Die Mutationen dieser
Gene wurden jedoch in Kohorten von reinen Brustkrebspatienten nicht gehduft gefunden
(Chen et al. 1998). ATM Mutationen, die biallelisch zu Ataxia-Teleangiectasia fiihren,
erh6hen bei Vorkommen in monoallelischen Form die Susceptibilitit zu Brustkrebs
(Renwick et al. 2006). Kiirzlich wurde ein neuer Signalweg gefunden der unter der
Mitwirkung von BRCA Genen und Fanconi Andmie Genen fiir die Reparatur von DNA
Doppelstangbriichen beteiligt ist (Chang et al. 1999, D’Andrea und Grompe 2003).
Allerdings haben erste Untersuchungen keine hdufige Mutationen in den FA Genen von

Patienten mit Brustkrebs gezeigt (Seal et al. 2003). Homozygote Mutationen in BRCA2
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Gen filihren zu FA Typ D1(Howlett et al. 2002), in PALB2 Gen fiihren zu FA Typ N (Xia
et al. 2007, Reid et al. 2007) und in BRP1 Gen zu FA Typ J (Seal et al. 2006). Die
Mutationen in PALB2 Gen und BRP1Gen in hetrozygoter Form kommen haufiger bei
Patientinnen mit Brustkrebs vor (Erkko et al. 2007, Rahman et al. 2007, Walsh und King.
2007).

Es wird vermutet, dass ein gemeinsamer Effekt von zahlreichen nicht so hoch penetranten
Genen, die als hdufige DNA-Varianten vorkommen, jedoch ein geringes aber maf3geblich
erhohtes Krebsrisiko in Patienten ohne BRCA Mutationen erzeugen, exsistieren.

Diese Annahme ist durch kiirzlich gefundene 1100delC Mutation in einem zelluldren
Checkpoint Kinase Gen CHEK?2 bestitigt worden (Meijers-Heijboer et al. 2002) .CHEK?2
ist eine wichtige Komponente des Reperatur-mechanismus, der geschadigte DNA ortet
und repariert. In der Normalbevolkerung kommt diese Mutation in Frequenz von etwa 1%
vor, ist jedoch bei Frauen in Familien mit Brustkrebs um etwa 3,5 fach erhoht. Das relative
Risiko fiir Brustkrebs bei Mutationstragern ist in diesen Familien fiir Frauen 2 und fiir
Mainner 10. In diesem Zussammenhang haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass es eine
Assoziation zu erhdtem Brustkrebsrisiko ergibt, wenn Mutationen in den neue gefundenen
Genen BRIPI und PALB2 (Erkko et al. 2007, Rahman et al. 2007) und in einer Variante
des CASPS8 Gens (Cox et al. 2007) vorliegen. Zwei kiirzlich durchgefiihrten sehr grof3e
genomweite Assoziationsstudien, die tausende von Patientinnen und Kontrollen
vergleichend fiir mehr als 2000 SNPs gepriift haben, identifizierten vier neue Loci
(FGFR2, TNRC9, MAP3K1 and LSP1) die ein erhohtes Risiko fiir Brustkarzinom
beherbergen (Easton et al. 2007, Hunter et al. 2007). Eine dhnliches Verhalten fiir eine
Variante rs13387042 auf Chromosom 2q25 und rs38033662 auf 16q12 entdeckte eine grof3
angelegte Studie in Island fiir den Estrogenrezeptor positiven Mammakarzinom (Stacey et
al. 2007). Eine Studie beziiglich 12 haiifig vorkommende SNPs in BRIP1 Gen und deren
Assoziation mit Vorkommen von Brustkrebs und Ovarialkrebs hat keine aufallige

Ergebnisse geliefert (Song et al. 2007).

Die in den 90iger Jahren héufig benutzte Methode der LOH Bestimmung in Tumoren hat
wegen ihrer technischen Begrenzungen wie Reinheit der benutzten Tumorgewebe, einiger
theoretischer Einwénde (Tomlinson et al. 2002) und der geringen Zahl der verwertbaren
Mikrosatelliten ihre Popularitit verloren. Durch Verbesserung der Mikrodissektion,
Benutzung Paraffin eingebetteter Tumore, verbesserte Quantifizierung und Entdeckung der

zahlreichen SNP Loci konnten die spezifischen Fragestellungen der Tumorbiologie mit
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dieser Methode jetzt mit Erfolg bearbeitet werden (Selim et al. 2002, Sasaki et al. 2001,
Zhou 2003, Lips et al. 2005, Jacobs et al. 2007). Zu erwéhnen wire die Priifung der
Mechanismen zur Klonialitdt, Entwicklung der Sekundartumoren und Metastasen
(Keranguevan et al. 1997, Osborne et al. 2000, Regitnig et al. 2002 ), Heterogenitét der
Brusttumoren und des umliegenden Gewebes ( Deng et al. 1996, Shen et al. 1999, Aubele
et al. 2000, Lichy et al. 2000, Monifar et al. 2000, Larson et al. 2002, Gabrielsson und
Argani. 2002 , Schlechter et al. 2004 ) sowie Zwillingsstudien (Hamilton und Mack 2003 ).
Ein Ubersicht fiir Anwendung neuer Methoden der Bestimmung von
Mikrosatelliteninstabilitit in Bezug auf die Prognose von Kolorektale Tumoren ist bereits
erschienen (Popat et al. 2005).

Neue Moglichkeiten ergaben sich ab dem Jahr 2000 durch das Human Genomprojekt
durch das viele neue Gene und SNP's entdeckt wurden, die sich auf Grund der neu
entwickelten Mikrochip Methode zeitsparender untersuchen lassen (Lips et al. 2005). Die
CGH Methode auf chromosomaler Ebene (Pinkel et al. 1998) wurde jetzt mit Mikrochip
basierten CGH Array (Bruder et al.2001), cDNA Array (Pollack et al. 2002, Wooster und
Weber 2003), SNParray (Matsuzaki et al. 2004), Methylierungsarray (Baylin et al. 1998,
2000) und Proteinarray ergédnzt, um Tausende von Genen auf ihre Struktur und Expression
zu untersuchen. Die Anwendung dieser neuen Methodiken hat auch Erfolge in der
Brusttumorforschung gezeigt. Erwdhnenswert ist die Entdeckung eines mit Brustkrebs
assoziierten SNP. Durch Einsatz von Millionen von SNP’s, die sich fiir die Suche von
Suspeptibilitdtsgenen gut eignen, ist es gelungen ein stummes SNP in LIG4 (ein Gen, das
fiir eine DNA-Ligase kodiert und fiir die Reparatur von Doppelstangbriichen der DNA
verantwortlich ist) zu finden, das mit der Uberlebensrate von Patienten mit Brutkrebs
assoziiert ist (Goode et al. 2002). Ein anderes Highlight der cDNA Array Untersuchungen
ist die Entdeckung von einem Verband von 70 Genen, deren Expression in Brusttumoren
zur Einteilung der Patienten in Gruppen mit guter und schlechter Prognose des klinischen
Verlaufs vornehmen 148t (Sorlie et al. 2001, Van de Vijver et al. 2002, Van't Veer et al.
2002, Helmboldt et al. 2003, Zhao et al. 2004, Pittman et al. 2004, Dai et al. 2005, Ein-Dor
et al. 2005, Hanneman et al. 2005, Van't Veer et al. 2005). Ahnliche Untersuchungen sind
mit der Uberpriifung des Methylierungsgrades bei einer Reihe von Genen auf Mikrochips
in Arbeit (Cattaro et al. 1999, Niwa et al. 2000, Widschwender et al. 2004, Maier et al.
2005, Martens et al. 2005, Shinozaki 2005). Diese neu gewonnenen Erkenntnisse werden
jetzt in groBBeren Serien von Patienten untersucht, um ihre Giiltigkeit zu untermauern.

Ebenso wird versucht diese Methoden so zu verfeinern und zu sensitiveren, so dass die
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Untersuchungen in leicht zu gewinnbareren Geweben wie Serum Blut und einzelne Zellen
( Pantel und Woelfle 2004, Schwarzenbach et al. 2004 und 2007, Diehl et al. 2005, Leung
et al. 2005, Miiller und Pantel 2005, Miiller et al. 2006, Taback et al. 2006, Dutt und
Beroukhem 2007 ) durchgefiihrt werden konnen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Wihrend fir erbliche Mamma- und Kolonkarzinome krankheitsverursachende
Keimbahnmutationen in Genen beschrieben wurden, die bei einem Teil der familidr gehauft
auftretenden Tumore eine prisymptomatische Diagnostik der Disposition fiir diese
Erkrankungen erlauben, ist die Rolle spezifischer genetischer Alterationen somatischer Zellen
fiir die Karzinogenese und deren Bedeutung als molekulare Prognosefaktoren bisher nur
unzureichend charakterisiert. Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher erstens die
Evaluierung genetischer Alterationen von Tumorzellen sporadischer Mamma- und
Kolonkarzinome als molekulare Prognosefaktoren, insbesondere von Verlusten der
Heterozygotie als Hinweis auf mogliche Loci von Tumorsuppressorgenen, und zweitens der
Nachweis von somatischen Mutationen bei sporadischen Tumoren in dem bei erblichen

Mamma- und Ovarialkarzinomen in der Keimbahn héufig mutierten BRCA1 Gen.

Fiir Untersuchungen zum Verlust der Heterozygotie (LOH) in den chromosomalen Regionen
13q13, 17q12-21 und 19q13 wurde DNA aus Gewebeproben von 44 sporadischen
Mammakarzinomen und 10 Kolonkarzinomen im Vergleich zur DNA aus dem peripheren
Blut der Patienten mit 6 verschiedenen Mikrosatellitenmarkern analysiert und optisch
ausgewertet. Am héufigsten wurden genetische Alterationen mit dem Marker D17S855, der
intragenisch im BRCA 1 Gen liegt, gefunden: Bei 23% der Mammakarzinome Verlust der
Herterozygotie und bei 27 % andere genetische Anderungen, wie z.B. Insertionen Mutationen
oder Translokationen. Mit den Makern D19S178 (Region 19q13), CEA (Region 19ql13),
FLTI1 (Region 13q12) und D17S588 (Region 17q13-21) wurden Verluste der Heterozygotie
in bis zu 18% und andere genetische Verdanderungen in bis zu 21% der Mammakarzinome
gefunden. Bei jeweils nur einem von 10 untersuchten Kolonkarzinomen konnte ein Verlust
der Heterozygotie in der chromosomalen Region 19q13 bzw. 17q13-21 entdeckt werden.
Andere genetische Anderungen wurden in der Region 17q13-21 mit dem Marker D17S588
bei 3 und mit dem Marker D17S855 bei einem der Kolonkarzinome aufgezeigt. Die mit den
hier verwendeten Mikrosatellitenmarkern nachgewiesenen Raten genetischer Alterationen
zeigten in dem exakten Test nach Fisher keine statistisch signifikante Korrelation zu
gesicherten histopathologischen Prognosefaktoren wie Nodalstatus, Grading, Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus und Lokalisation der Tumoren, so dass diesen genetischen

Alterationen in diesem Patientenkollektiv keine prognostischen Relevanz zukommt.



Durch Mutationscreening mit der SSCP- und Heteroduplex-Methode und nachfolgende
Sequenzierung auffilliger Proben konnten bei 44 sporadischen Mammakarzinomen keine
somatischen Mutationen in den Exons 2, 5 und 20 des BRCA1 Gens nachgewiesen werden.
Ebenso erbrachten die mittels der Allelspezifischen Oligonucleotid (ASO)-Technik
durchgefiihrten Untersuchungen zum Nachweis zweier bei erblichen Mammakarzinomen
hiufig vorkommender Mutationen, der 5832 Insertion C im Codon 1756 des Exons 20 und
der 185 del AG-Mutation im Codon 23 des Exons 2, keine positiven Befunde bei 44

sporadischen Mammakarzinomen und 10 Kolonkarzimonen.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass im Gegensatz zu erblichen
Mammakarzinomen fiir die Pathogenese sporadischer Mammakarzinome, weniger
Mutationen des BRCA1 Gens als wie berichtet, vielmehr eine verdnderte Regulation der
Expression des BRCA1 Gens eine Rolle zu spielen scheint. Diese Tatsache sollte bei weiteren
Untersuchungen zur Etablierung molekularer Prognoseparameter sporadischer Tumore

Beriicksichtigung finden.
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