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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Klinik und Pathologie des Prostatakarzinoms

Allein in Deutschland erkranken nach Schatzungen des Robert Koch-Instituts
jedes Jahr rund 49.000 Manner am Prostatakarzinom [2]. Es macht etwa
20 % aller Krebsneuerkrankungen aus und zahlt somit zu den haufigsten
lebensbedrohlichen = Tumorerkrankungen beim Mann in  westlichen
Gesellschaften [1,3]. Die jahrliche Sterberate liegt im Durchschnitt bei 24
Todesfallen pro 100.000 Mannern und steigt mit dem Alter stark an (siehe
Abbildung 1.1) [3]. Jahrlich sterben so in Deutschland circa 11.000 Manner
an dieser Krebsart [3]. In der Todesursachenstatistik steht es, nach Lungen-

und Kolonkarzinom, daher an dritter Stelle [4].

Falle pro 100.000 Minner
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Abb. 1.1: Altersspezifische Inzidenz und Mortalitét fiir Prostatakrebs in Deutschland 2002.
Die Inzidenz gibt hierbei die Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr und pro 100.000
maénnlicher Einwohner an. Bei der Mortalitdt handelt es sich um die Anzahl der jdhrlichen

Todesfélle bezogen auf 100.000 ménnliche Einwohner.

Autopsiestudien haben gezeigt, dass sich bei circa 40 % aller Manner Uber

50 Jahren und bei annahernd 100 % aller Manner, die Uber 90 Jahre alt sind,
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histologisch Prostatakarzinome nachweisen lassen [4]. Die meisten
Prostatakarzinome werden demnach zu Lebzeiten der Patienten nicht

entdeckt oder verlaufen klinisch blande.

Patienten mit einem diagnostizierten Prostatakarzinom stehen mit der
perkutanen Strahlentherapie, der Brachytherapie sowie der radikalen
Prostatektomie verschiedene Therapiemoglichkeiten zur Verfugung [5].
Durch letztgenannte  Therapieform haben Patienten mit einem
organbegrenzten Tumorstadium sogar eine Heilungswahrscheinlichkeit von
circa 90 % [5]. Besonders bei Metastasenbildung, aber auch bei einem
spateren Rezidiv, werden Patienten antiandrogen behandelt [6]. Dies ist
moglich, da das Prostatakarzinom fur Entwicklung, Wachstum und
Differenzierung Androgene bendtigt [84]. Hierflir bestehen verschiedene
Strategien von der Orchiektomie bis zur medikamentésen androgenen
Blockade Uber verschiedene Regelwege [4]. Diese antiandrogene
Behandlung fuhrt Uberwiegend zu einer dramatischen Tumorremission,
allerdings kommmt es bei den Patienten flr gewodhnlich im Verlauf der
Erkrankung zu einem Rezidiv. Der Tumor wird dabei hormonrefraktar und
wachst nun auch trotz androgener Blockade weiter [7]. WeiterfUhrende
systemische Therapieformen stehen momentan kaum zur Verfugung,
weshalb die hormonrefraktdare  Krebsform auch die tddlichste

Prostatakarzinomvariante darstellt [8].

Verschiedene Hinweise in der Literatur deuten darauf hin, dass sich
hormonrefraktare  Tumore  biologisch  deutlich von  hormonnaiven
unterscheiden. Beispielsweise haben Studien gezeigt, dass hormonrefraktare
Prostatakarzinome mehr Chromosomenaberrationen aufweisen [8]. Auch
eine vermehrte Expression von ErbB1 (epidermal growth factor receptor) und

eine reduzierte Aktivitat von PTEN (phosphatase and tensin homolog)
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wurden bei der hormonrefraktaren Karzinomform haufiger gefunden [10,11].
Zudem wurde bei hormonrefraktdren Prostatakarzinomen Uber eine
gesteigerte Sensitivitdt des Androgenrezeptors, lokusweiten Chromatin-
umbau sowie eine erhohte Aktivitat der RNA-Polymerase mit daraus

resultierender vermehrter spezifischer Genexpression berichtet [9].

1.2 p53

Das Tumorsuppressorgen p53 ist der vielleicht am besten bekannte
Transkriptionsfaktor, dessen Funktionalitat direkt mit der Pathogenese von
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden kann [12]. Es handelt
sich um ein aus 393 Aminosauren bestehendes Phosphorprotein mit einer
Moleklilmasse von 53 kDa, welches unter physiologischen Bedingungen in
geringer Konzentration im Zellkern vorhanden ist. Seine Halbwertszeit
betragt 20 Minuten [66]. Genetisch lokalisiert auf dem kurzen Arm von
Chromosom 17 (17p13.1), setzt es sich aus 11 Exons und den
entsprechenden Introns zusammen und ist direkt an der Regulation von

Apoptose und Zellproliferation beteiligt [12, 66]. So befindet sich am Ende
der G,-Phase vor Eintritt in die S-Phase ein Kontrollpunkt des Tumor-
suppressors p53, an dem der Zellzyklus von im Genom geschadigten Zellen
gestoppt werden kann (66). Auflerdem ist p53 auch an einem weiteren

Kontrollpunkt am Ende der G,-Phase vor Eintritt in die Mitose beteiligt [67].

Der in jeder wachsenden Zelle vorhandene p53-Spiegel wird vor allem durch
die Mdm2-Ubiquitin-Ligase kontrolliert, indem sie neu synthetisiertes p53
ubiquintiliert und somit zum Abbau durch das 26S-Proteasom freigibt. Diese

Art der Markierung wird bei DNA-Schaden der Zelle durch eine Aktivierung
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der Proteinkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM- and
Rad3-related) oder DNA-PK (DNA-abhangige Proteinkinase) verhindert, da
diese p53 phosphorylieren kdnnen. Phosphoryliertes p53 wird durch die
Mdm2-Ubiquitin-Ligase nicht mehr als Substrat erkannt, was zu einem
Anstieg des p53-Spiegels in der Zelle fuhrt [64]. Als Folge kommt es zu einer
vermehrten Synthetisierung von Transkriptionsfaktoren wie dem p21-Protein,
welches wiederum an CDK 2, 4 und 6 bindet und so die Phosphorylierung
von Substraten wie dem Rb105 hemmt. Dadurch bleibt der Rb105-E2F-DP1-
Komplex intakt und die Zelle kann nicht von der G1- in die S-Phase
Ubergehen. Somit wird der Zelle eine Gelegenheit verschafft, entstandene
DNA-Schaden zu reparieren, bevor diese im Zuge der Zellteilung an die
Tochterzellen weitergegeben werden [64, 65]. Sollte eine Zellschadigung zu
gravierend oder irreparabel sein, kann p53 Uber eine induzierte Expression
des bax-Gens zudem die Apoptose der betroffenen Zelle einleiten [65]. Die

Regulation und Wirkung von p53 ist in Abbildung 1.2 [64] dargestellt.
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Abb. 1.2: Regulation und Wirkung von p53.
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In der Literatur als ,Wachter des Genoms“ beschrieben, ist p53 bei
verschiedenen Tumorarten haufig inaktiviert. Dies geschieht oft durch
Deletion eines Allels mit gleichzeitiger Mutation des anderen Allels [12, 13].
Mutiertes p53 findet sich in etwa 50 % aller menschlicher Tumore, was zur
Folge hat, dass im Zellzyklus der Ubergang in die S-Phase nicht mehr
verhindert werden kann. Mutierte Zellen weisen zudem ein labileres Genom
auf, wodurch andere Mutationen und chromosomale Stérungen akkumulieren
kénnen [65].

Die Verteilung von verschiedenen Mutationen im p53-Gen unterscheidet sich
von Tumorerkrankung zu Tumorerkrankung. Etwa 80 % der Mutationen
verursachen hierbei einen Aminosaureaustausch mit daraus resultierender
Veranderung der Halbwertszeit von p53 oder aber seiner Wechselwirkung
mit anderen Proteinen [65]. Allgemein zeichnen sich p53-Mutationen durch
ein schlechtes Ansprechen auf Chemo- und Radiotherapie aus, wohingegen
Tumore mit normalem p53 sensitiv auf DNA-Schadigung durch Cytostatika
reagieren [65]. Im Zellzyklus von ungeschadigten Zellen scheint p53 keine
lebensnotwendige Funktion zu besitzen, entwickelten doch Mause, die auf
Grund eines genetischen Defekts in ihren Zellen Uber kein funktionsfahiges
p53 verfligten, zunachst keine Entwicklungsstérungen. Erst im spateren

Verlauf entwickelten sie vermehrt unterschiedliche Tumore [68].

Die meisten funktionell relevanten p53-Mutationen fihren zu der Produktion
eines p53-Proteins, welches inaktiv ist und nur langsam abgebaut werden
kann [14, 15]. Dies fuhrt zu der paradoxen Situation, dass p53-inaktivierte
Tumore sich immunhistochemisch durch eine vermehrte Nachweisbarkeit
von (inaktivem) p53-Protein erkennen lassen. Aus diesem Grund wurde die
Rolle von inaktiviertem p53 in verschiedenen Karzinomformen durch eine

Vielzahl von immunhistochemischen Studien untersucht. Die Ergebnisse
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mehrerer dieser Studien deuteten auf einen Zusammenhang zwischen der
erhohten Ansammlung von p53 und einer schlechten klinischen Prognose
hin, jedoch konnte dies durch andere Studien nicht bestatigt werden [23]. Die
genaue Rolle von p53-Mutationen im Prostatakarzinom ist bisher noch nicht

vollstandig geklart.

1.3 BRAF

Trotz Uber 20-jahriger Forschung an der Familie der RAF-Proteine wurde die
Isoform BRAF erst kirzlich als humanes Onkogen identifiziert [16]. Bei den
RAF-Proteinen handelt es sich um Serin/Threonin-Kinasen, die als Teil einer
durch Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine gesteuerten Signal-
kaskade mit RAS, einem kleinen G-Protein, interagieren [35]. Die
Proteingréfie von BRAF betragt, durch verschiedenes SpleiRen bedingt, 75
bis 100 kDa [69]. Im Allgemeinen beinhalten alle RAF-Proteine, einschlief3lich
verschiedener BRAF-Isoformen, eine einheitliche Struktur mit drei
spezifischen Regionen. Zwei Regionen (CR1 und CR2) befinden sich hierbei
im N-Terminus und die dritte (CR3), fur die Kinase-Domane codierend, am C-

Terminus [70].

Die Aktivierung von RAF erfolgt durch RAS, ein kleines G-Protein. In seiner
aktivierten Form bindet RAS an die RAS-bindende-Domane und eine
weitere, cysteinreiche Domane, die sich beide in der CR1-Region von RAF
befinden [71]. Da RAS uUberwiegend an der Plasmamembran verankert ist,
rekrutiert es RAF so zu dieser und stimuliert im Folgenden dessen
Kinaseaktivitat [72, 73]. Das aktivierte RAF stimuliert eine zweite
Proteinkinase mit dem Namen MEK. Diese aktiviert daraufhin ERK/MAPK,

die als eigentliche Effektorkinase tber Beeinflussung der Transkription unter
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anderem Genexpression, Proliferation, Differenzierung und Apoptose
reguliert [16, 17]. Die RAF-Signalkaskade ist in Abbildung 1.3 [64] dargestellt.

Wachstumsfaktor — Rezeptortyrosinkinase Extrazellulirraum

Plasmamembran
Zytosol

Scaffold-
protein

Zellkern

Proteinkinase 2
(Mek)

Phosphorylierung von ADP
Transkriptionsfaktoren

l

Aktivierung der Transkription

Proteinkinase 3
MAPK

Abb. 1.3: Die Signalkaskade von RAF.

Diese Signalkaskade ist in 30 % aller Karzinome UbermaRig aktiviert [36].
Zudem haben Studien gezeigt, dass die Proteinkinase BRAF in etwa 7 % der
menschlichen Karzinome mutiert ist, was ihre Bedeutung an der
Karzinogenese noch einmal unterstreicht [18]. Die beschriebenen Mutationen
wirken sich in den meisten Fallen aktivierend aus, jedoch gibt es

Uberraschenderweise auch Falle mit reduzierter Kinaseaktivitat [18].

In Uber 80 % der Falle von BRAF-Mutationen an der Kinasedomane konnte
eine Basensubstitution in Exon 15 am Codon 600 (V600E) beobachtet
werden. Als Folge nimmt die Kinaseaktivitat von BRAF im Vergleich zum
Wildtyp um ungefahr das 500-Fache zu, wodurch ERK stimuliert und die
Proliferation angestollen wird. Studien Uber Tumore mit V600E BRAF-
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Mutation sprechen zudem sogar von ,oncogene addiction, was bedeutet,
dass der Erhalt und die Proliferation des Tumors von dem Fortbestehen der
Mutation abhangig bleibt [89, 90]. Aus diesem Grund wird an der Entwicklung
von Medikamenten geforscht, die BRAF und seine weiteren Effektoren
inhibieren [91].

Die hochste Inzidenz von BRAF-Mutationen findet sich in malignen
Melanomen (27 % - 70 %), Schilddrisenkarzinomen vom papillaren Typ
(36 % - 53 %), kolorektalen Karzinomen (5 % -22 %) sowie serdsen
Ovarialkarzinomen (30 %). Zudem gibt es eine Vielzahl von weiteren
Karzinomformen, die eine niedrige Mutationsrate aufweisen [16]. Bezuglich
des Prostatakarzinoms wurde erst kurzlich in einem Kollektiv von 204
asiatischen Karzinomen Uber eine BRAF-Mutationsfrequenz von 10 %
berichtet [26]. Diese Befunde wurden von zwei weiteren Autoren, welche
nicht-asiatische Primartumore untersuchten, jedoch nicht bestatigt [92, 93].
FUr das hormonrefraktédre Prostatakarzinom liegen diesbezuglich bisher
keine Untersuchungen vor, das Bestehen von BRAF-Mutationen konnte
allerdings neue Therapiemdglichkeiten erdffnen. AuRerdem gibt es Hinweise
darauf, dass Mutationen von BRAF an der Entwicklung der

Androgenunabhangigkeit beteiligt sein konnten [85].

1.4 c-Kit

Das Protoonkogen c-Kit codiert fiur eine transmembrane Rezeptor-
Tyrosinkinase mit Expression sowohl auf hamatopoetischen Stamm- und
Progenitorzellen, als auch auf anderen Gewebearten [21]. Es hat eine GroRe
von 145 kDa und ist auf Chromosom 4 des Menschen lokalisiert [75].

Strukturell sind von funf immunglobulindhnlichen, extrazellularen Domanen
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die auleren drei fur die Bindung des Liganden SCF (stem cell factor)
verantwortlich [76]. Durch Bindung von SCF kommt es zur Dimerisierung des
c-Kit-Rezeptors, gefolgt von ansteigender Autophosphorylierung und
Aktivierung des c-Kit-Signalkomplexes. Im Folgenden werden so weitere
intrazellulare Kaskaden aktiviert und es wird direkt Einfluss auf Transkription,
Proliferation sowie Differenzierung der Zelle genommen [37-39]. Durch
Mutationen im c-Kit-Gen kann dieser Mechanismus von seinem Liganden
entkoppelt werden. Es kommt zur SCF-unabhangigen, dauerhaften
Aktivierung des c-Kit-Rezeptors [40, 41]. Dieser Zusammenhang wurde

erstmals in einer Zelllinie von humaner Mastzellleukamie beobachtet [43].

C-Kit wird heutzutage mit verschiedenen Krebsformen in Verbindung
gebracht [19, 21]. So zeigt sich beispielsweise in 95 % aller Falle von
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) eine Expression des c-Kit-
Rezeptors (CD117-Positivitat) [19]. Bei einem Groliteil dieser Tumore lassen
sich wiederum auch gain-of-function-Mutationen im c-Kit-Gen nachweisen
[42]. Auch fur das Prostatakarzinom wurde in mehreren Studien eine
Expression des c-Kit-Rezeptors beschrieben [29-31]. Ob diese Tumore auch
Kit-Mutation aufweisen, ist bisher nicht geklart. Dies ware jedoch von
potentieller therapeutischer Relevanz, hat sich sich doch in den letzten
Jahren mit Imatinib (Gleevec) eine Therapiemdglichkeit bei gastrointestinalen
Stromatumoren mit Mutation des c-Kit-Rezeptors erdffnet [20]. Dieses
Medikament zur Blockade spezifischer Tyrosinkinasen liele sich
moglicherweise auch auf andere Tumorarten erfolgreich anwenden, sofern

diese durch eine Kit-Mutation bedingt waren.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Ein verbessertes Verstandnis der dem Prostatakarzinom zu Grunde
liegenden molekularen Mechanismen koénnte neue Therapieoptionen
eréffnen. Die Haufigkeit von immunhistochemisch nachgewiesenen p53-
Positivitaten variiert in unbehandelten Tumoren von 4 - 61 % [23]. Einiges
deutet darauf hin, dass p53 Veranderungen bei hormonrefraktaren
Karzinomen haufiger vorkommen als bei hormonnaiven. Diese Daten sind
auf Grund der hohen Schwankungen der Angaben in beiden Gruppen
allerdings unsicher. Eine vermehrte Haufigkeit von p53-Alterationen in
hormonrefraktaren Prostatakarzinomen ware insgesamt plausibel, da p53-
Alterationen zu einer erhdhten genetischen Instabilitat fihren kénnten und
somit als (Teil-)Ursache fur die bei diesen Tumoren haufiger zu findenden

chromosomalen Aberrationen in Frage kommen wuirden [96, 97].

Bereits im Vorfeld wurden in den Laboren der Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) hormonnaive Prostata-
karzinome auf p53-Mutationen durch DNA-Sequenzanalyse untersucht. Um
zu ergrinden, ob hormonrefraktare Karzinome tatsachlich haufiger p53-
Mutationen aufweisen als hormonnaive, wurden nun mit der gleichen
Methode 43 hormonrefraktare Prostatakarzinome einer genetischen Analyse
unterzogen. Darlber hinaus wurde im selben Kollektiv von
hormonrefraktaren Tumoren auch nach DNA-Sequenzveranderungen der
Gene c-Kit und BRAF gesucht, um zu explorieren, ob auch diese, potentiell
therapierelevanten Mutationen, bei hormonrefraktaren Prostatakarzinomen

vermehrt auftreten.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebe

Fir diese Studie wurden 43 formalin-fixierte Proben von hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen aus dem Archiv des Institutes fur Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf verwendet. Es handelt sich
grofdtenteils um mittelgradig bis schlecht differenzierte Tumore (siehe Tabelle
2.1), die von 1999 bis 2007 durch palliative transurethrale Resektion
gewonnen wurden. Fur alle Patienten wurde das Vorliegen eines
androgenunabhangigen Karzinoms im Rahmen einer vorangegangenen
Doktorarbeit gesichert (Dissertation vom Michael Brichmann -
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf). Die hormonrefraktare Situation
wurde fur den Zweck dieser Studie durch steigende PSA-Werte oder
Progression des Tumors unter einer antiandrogenen Therapie definiert.

Dabei mussten mindestens drei aufeinander folgende PSA-Werte ansteigen.

Aus jedem Paraffinblock wurden drei Stanzen mit tumorhaltigem Gewebe

entnommen und diese im Folgenden weiterverarbeitet.
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Tab. 2.1: Gleason-Score der verwendeten Prostatakarzinomproben.

Probe Gleason-Score Probe Gleason-Score
1 4+5=9 23 A4+3=7
2 4+5=9 24 4+5=9
3 5+4=9 25 5+4=9
4 5+4=9 26 4+5=0
5 A4+4=8 27 3+4=7
5] 5+4=9 28 5+4=9
7 A4+4=8 29 4+5=9
5] 4+5=9 30 4+5=9
9 4+5=0 SE| 4+5=0
10 4+5=9 32 4+5=9
i 4+5=9 33 4+5=9
12 4+3=7 4 4+5=9
13 4+5=9 35 A4+4=8
14 4+5=9 36 4+5=0
15 4+5=9 37 5+4=9
16 4+5=9 38 4+5=9
17 5+5=10 39 4+5=9
18 4+5=9 40 4+5=9
19 5+5-10 .5 +A=7

20 4+5=9 42 4+5=0
1 4+5=9 43 5+5=10
22 4+4=8

2.2 DNA-Extraktion

Bei der DNA-Extraktion wurde die DNA der Tumorzellen durch proteolytische
Spaltung aus den Zellkernen freigesetzt und anschlie®end isoliert. Dies war
notwendig, um sie bei der Polymerase-Kettenreaktion optimal einsetzen zu

konnen. Es wurde hierfir das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) verwendet.

Vorgang:

Zu Beginn wurden 500 pl Xylol-Isomerengemisch (Riedel-de Haen) auf die
Stanzen gegeben und diese wahrend der nachsten funf Minuten mehrmals in
kurzen Intervallen mit dem Reax 2000 (Heidolph) gevortext. Als nachstes

wurden die Proben eine Minute lang bei 13.000 U/Min mit der Centrifuge
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5415D (Eppendorf) zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. Der
komplette Xylolschritt wurde sodann wiederholt. Nun wurden 600 pl Ethanol
(J.T. Baker) auf die Proben gegeben, auch diese wahrend der nachsten funf
Minuten in regelmaRigen Intervallen gevortext, eine Minute bei 13.000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand erneut abgezogen. Auch der komplette
Ethanolschritt wurde sodann wiederholt. Folgend wurden die Proben
luftgetrocknet. Hinterher wurden 90 pl Buffer ATL - Tissue lysis buffer
(Qiagen) auf die Proben gegeben, diese mehrmals in kurzen Intervallen
gevortext und im Wasserbad (GFL) auf 56°C erwarmt. Anknupfend wurden
10 ul Proteinase K (Qiagen) zugegeben und die Proben bei 56°C im
Wasserbad fur 15 Stunden inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden noch
einmal 5 pl Proteinase K zugeben, fir eine weitere Stunde bei 56°C inkubiert
und danach fur eine Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert. Nachfolgend
wurden 100 pl Buffer AL — Lysis buffer (Qiagen) zugegeben, kurz gevortext
und bei Ausflockung der Proben wurden diese bei 70°C im Thermomixer
Comfort (Eppendorf) erwarmt, bis die Lésung wieder klar war. Nun wurden
100 pl Ethanol zugeben, wieder kurz gevortext und auf 10°C abgekuhlt. Der
Inhalt wurde anschlielend vollstandig auf die QlAamp Mini Spin Column
(Qiagen), im Folgenden als Saule bezeichnet, Uberfuhrt, eine Minute lang bei
8.000 U/min zentrifugiert und die Saule dann auf ein neues Sammelréhrchen
2 ml (Qiagen) gesteckt. Als nachstes wurden 500 pl Buffer AW1 — Wash
Buffer auf die Saule geben, eine Minute bei 8.000 U/min zentrifugiert und die
Saule erneut auf ein neues Sammelréhrchen 2 ml gesteckt. Es wurden nun
500 yl AW2 — Wash buffer 2 (Qiagen) auf die Saule gegeben, wieder eine
Minute bei 8.000 U/min zentrifugiert und dann noch einmal die Saule auf eine
neues Sammelréhrchen 2 ml gesteckt. Folgend wurden die Proben kurz
trockenzentrifugiert, die Saule in ein Reaktionsgefal® 1,5 ml (Sarstedt)

gesteckt, 15 pl Wasser auf die Saule gegeben und sofort bei 13.000 U/min
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zentrifugiert. Danach wurde die Saule in ein zweites Reaktionsgefald 1,5 ml
gesteckt. SchlieBlich wurden 50 pl destilliertes Wasser auf die Proben
gegeben, diese fur funf Minuten stehen gelassen, eine Minute bei 13.000
U/min zentrifugiert, die Saule in ein trockenes Sammelréhrchen gesteckt und
noch einmal 20 ul destilliertes Wasser auf die Saulen geben, damit diese
nicht austrocknen. Die DNA-Konzentration aus beiden Reaktionsgefallen
1,5 ml wurde abschlieRend auf dem NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(peqLab) gemessen und fir die weitere Verarbeitung mit destilliertem,

autoklaviertem Wasser auf eine Konzentration von 20 pg/ul verdunnt.

2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Ketteneaktion (PCR) wurde bendtigt, um die DNA der zu
untersuchenden Exons fur die spatere Sequenzierung zu vervielfaltigen. Auf
Grund der durch die Paraffinbehandlung bedingten, starken Fragmentierung
der extrahierten DNA wurde eine erhdhte Anzahl von 60 Zyklen fir die
Polymerase-Kettenreaktion gewahlt. Zudem wurden Primer verwendet, die
eine moglichst geringe Grole der erstellten Produkte garantieren und somit
trotz fragmentierter Ausgangs-DNA flr bestmogliche Ergebnisse der PCR
sorgten.

Vorgang:

Als erstes wurde eine dNTP-Arbeitslosung (2,5 umol/l) pipettiert, welche sich
aus 920 pl autoklaviertem Wasser, 20 yl dATP (100 pmol/l, Promega), 20 pl
dCTP (100 umol/l, Promega), 20 pl dGTP (100 pumol/l, Promega) und 20 pl
dTTP (100 umol/l, Promega) zusammensetzt. Danach wurden 190 pl

autoklaviertes Wasser mit 5pl des gewiunschten Forward-Primers
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(100 pmol/l, MWG) und 5 pl des gewlnschten Reverse-Primers (100 umol/l,
MWG) vermischt. Es entstand eine Primer-Arbeitslosung (2,5 pmol/l).

Folgende Primer wurden hierfir verwendet:

p53 Exon 5:
Forward: 5-TGC TTTATC TGT TCACTT GTG CCC- 3’
Reverse: 5'- GCAACC AGC CCTGTC GTC TC- 3

p53 Exon 6:
Forward: 5- TCC CCAGGC CTC TGATTC CT- 3’
Reverse: 5'- CAC TGACAACCACCC TTAACC- 3’

p53 Exon 7:
Forward: 5- CTG CTT GCC ACA GGT CTC- 3’
Reverse: 5- AAATCG GTAAGA GGT GGG CC- 37

p53 Exon 8:
Forward: 5- CTGATT TCC TTACTG CCT CTT GC- 3°
Reverse: 5'- TCT CCT CCACCGCTT CTT GTC- 3

BRAF Exon 11
Forward: 5- TCC CTC TCA GGC ATAAGG TAA- 3
Reverse: 5'- CGAACAGTGAATATTTCC TTT GAT-3°

BRAF Exon 15
Forward: 5'- TCATAATGC TTG CTC TGA TAG GA- 3’
Reverse: 5'- GGC CAAAAATTT AAT CAG TGG A- 3
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c-Kit Exon 9
Forward: 5- TCACTC ACT AGG TCACCAAAG TG- 3’
Reverse: 5'- GCA GTA CAG AAG CAG AGC ATC TA- 3

c-Kit Exon 11
Forward: 5- CCA GAG TGC TCT AAT GAC TG- 3"
Reverse: 5-AGC CCC TGT TTC ATACTG AC- 3’

c-Kit Exon 13
Forward: 5°- GTC TGA CAT CAG TTT GCC AG- 3’
Reverse: 5- AAAGGC AGC TTG GAC ACG GCT TTA- 3

Nun wurde in einem speziellen Raum (no template) ein Mastermix erstellt.
Dieser bestand pro PCR-Ansatz aus 17,3 pl autoklaviertem Wasser, 2,5 pl
10x PCR Buffer (Applied Biosystems), 2 yl dNTP-Arbeitslosung, 1 pl Primer-
Arbeitslosung des gewunschten Primers, und 0,7 ul AmpliTag Gold (Applied
Biosystems). Folgend wurde je 23 ul Mastermix in ein Reaktionsgefal} eines
Multiply -y Strip Pro 8-strip (Sarstedt) pippetiert. Erst aul’erhalb des no-
template Raumes wurde nun je 2 pl der gewinschten, zuvor extrahierte DNA
zugegeben, so dass ein Gesamtvolumen von 25 pl pro PCR-Gefaly entstand.
Zudem wurden aus jedem Mastermix auch zwei Negativkontrollen erstellt,
welchen keine DNA zugegeben wurde. Dies diente zur Aufdeckung
eventueller Kontaminationen des PCR-Ansatzes durch unerwlnschte DNA-
Spuren.

Die nun folgende Cycle-Sequencing-Reaktion im PTC 100 Peltier Thermal

Cycler (MJ Research) verlief mit folgenden Programmen:
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Fur p53:
« 10 Minuten bei 95°C
« 60 Zyklen a:
« 15 Sekunden bei 95°C
« 10 Sekunden bei 58°C
« 20 Sekunden bei 72°C
« 7 Minuten bei 72°C

Fiir BRAF und c-Kit:
« 10 Minuten bei 95°C
- 60 Zyklen a:
« 15 Sekunden bei 95°C
« 10 Sekunden bei 54°C
« 20 Sekunden bei 72°C
«  7min bei 72°C

2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Bestimmung und quantitativen Abschatzung
des aus einer PCR entstandenen Produkts. Die DNA-Fragmente, in diesem
Fall PCR-Produkte aus den vorherigen Arbeitsschritten, wurden entprechend
ihrer GroRe in einem Gel aufgetrennt. Hierbei ist die elektrophoretische
Mobilitat umgekehrt proportional zur molaren Masse der Nucleinsauren. Die
einzelnen DNA-Banden konnten zudem durch aromatische Kationen wie z.B.

Ethidiumbromid angefarbt und somit sichtbar gemacht werden [22].

Vorgang:
Zuerst wurden 100 ml eines Gemischs aus Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-
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Puffer) und 1,4 % Agarose Electrophoresis Grade (/nvitrogen) in einer
Mikrowelle (Elektrolux) aufgekocht. Folgend wurde 5 pl Ethidiumbromid
(Sigma) hinzupipettiert und das Resultat in eine Form gegossen. Durch
Abkuhlen entstand ein Agarosegel. AnschlieRend wurde das Agarosegel in
eine mit TAE-Puffer geflllte Wide Mini Sub Cell (BioRad) gelegt und je 7 ul
PCR-Produkt mit 1 ul Ladepuffer aufgetragen. Zusatzlich wurde im Sichtfeld
ein Markergemisch bestehend aus 1yl 50 Bp DNA Ladder (0,5 ug/ul;
Fermentas GeneRuler), 1 ul Ladepuffer und 6 pl autoklaviertem Wasser auf
das Agarosegel pipettiert. Als nachstes wurde ein Standard Power Pack P25
(Biometra) angeschlofRen und folgende Spannungen angelegt:

« 10 Minuten bei 50 Volt

« 20 Minuten bei 100 Volt

AbschlieRend wurde das Agarosegel mit der DeVision DBox (Decon)

fotografiert und mit dem Programm DeVision G ausgewertet.

2.5 ExoSAP-IT

Die Verwendung von ExoSAP-IT (usb Corporation) ist zur Aufbereitung des
PCR-Produktes notwendig, da es einzelstrangige Primer, DNA, sowie dNTPs

entfernt, die die spatere Sequenzierreaktion stéren kdnnten.

Vorgang:

Das fur die spatere Sequenzierung bendtigte Volumen des PCR-Produktes
wurde aufgrund eines Vergleiches der Bandenintensitaten in der
Argarosegelelektrophorese ermittelt. Bei vergleichbaren Bandenintensitaten

zwischen Marker und Probe wurden 2-3 pl PCR-Produkt (entspricht 10 bis
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20 ng fur Fragmente bis 300 BP Lange) fur die Sequenzierung eingesetzt.
Das bendtigte Volumen wurde mit 8 ul Wasser verdinnt. Danach wurden 4 pl
5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems) und 0,5 ul ExoSAP-IT (USB
Corporation) hinzugegeben. Die vorbereiteten Ansatze reagierten im PCR
Gerat 30 Minuten lang bei 37°C. Es folgte fir 15 Minuten die Deaktivierung

der Exosapenzyme bei 80°C.

2.6 DNA-Sequenzierreaktion

Bei dem verwendeten Verfahren handelt es sich um eine automatisierte Form
der enzymatischen Kettenabbruchmethode zur DNA-Sequenzierung nach
Frederick Sanger [74]. Es wurde das BigDye Terminator v1.1 Cycle

Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems verwendet.

Vorgang:
Zuerst wurde aus autoklaviertem Wasser und dem gewunschten Forward-
oder Reverse-Primer eine Primer-Arbeitslosung mit einer Konzentration von
10 umol/l pippettiert. Die benutzten Primersequenzen entsprachen hierbei
denen, die auch wahrend der PCR verwendet wurden. AnschlielRend wurden
1 ul der Primer Arbeitslosung, 1 pl BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit und 2 ul 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems) hinzupipettiert. Die
Cycle-Sequencing-Reaktion im PTC 100 Peltier Thermal Cycler (MJ
Research) verlief mit folgendem Programm:
« 5 Minuten bei 95°C
- 35 Zyklen a:
« 10 Sekunden bei 95°C
- 5 Sekunden bei 50°C
« 2 Minuten bei 60°C
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Nach der Cycle-Sequencing-Reaktion wurden die Proben gefallt. Dies
geschah durch die Zugabe von 17 yl 3M Natriumacetat, 170 pl destilliertem
Wasser und 500 pl Ethanol bei anschlieliender 20-minutiger Zentrifugation
bei 4°C (Zentrifuge 5804R; Eppendorf). Der Uberstand wurde abgesaugt, die
Pelets getrocknet, mit 35 ul HiDi Foramide (Applied Biosystems)
aufgenommen und im 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

sequenziert.

2.7 Grundprinzip der Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Sequencing Analysis 5.1.1.

(Applied Biosystems).

Vorgang:

Die Richtigkeit der Sequenzen wurde zunachst mit Blast Search in der
Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) uberpruft. Durch diesen
Vergleich wurde die zu untersuchende Sequenz automatisch mit einer
Wildtyp-Sequenz verglichen, um eventuelle Basenaustausche aufzudecken.
AnschlieBend wurde die Sequenz in einer manuellen Auswertung auf
Doppelpeaks und sonstige Aberrationen untersucht. Eine gefundene
Mutation galt erst dann als bestatigt, wenn sie sich sowohl forward als auch
reverse nachweisen lie. Zudem musste die Mutation in mindestens zwei

voneinander unabhangigen PCRs derselben Ausgangs-DNA vorliegen.
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3. Resultate

3.1 Technische Probleme

Von insgesamt 43 untersuchten Proben lieRen sich 42 sequenzieren. In
einem Fall erwies sich die DNA als nicht amplifizierbar, moglicherweise weil
sie sich durch die routinemalige Formalinfixierung in einem zu stark
fragmentiertem Zustand befand. Die extrahierte DNA der uUbrigen 42
Gewebeproben konnte fur alle Exons der untersuchten Gene problemlos

amplifiziert (Abbildung 3.1) und sequenziert werden.

ohne Titel

6.5.2008 15:19 1280 * 1024 Belichtungszeit: 166 ms

CliT 13

Abb.3.1: Agarosegelelektrophorese von c-Kit Exon 13.
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3.2 Resultate der Sequenzierung von p53

Unter den 42 untersuchbaren Tumoren fanden sich elf p53-mutierte Proben,
was einer Mutationsfrequenz von 26,2 % entspricht (siehe Abbildung 3.2). Im
Kollektiv dieser elf alterierten Karzinome konnten insgesamt 13 Mutationen
nachgewiesen werden. In einem Fall enthielt ein Karzinom Mutationen in
zwei verschiedenen Exons, eine der beiden Alterationen erwies sich
allerdings als stumm. Bei einer anderen Probe lagen zwei Mutationen
innerhalb desselben Exons vor, wobei es sich auch hier bei einer der beiden
um eine stumme Mutationen handelt. (Vergleich Abbildung 3.4 und Abbildung
3.5). Stumme Mutationen fuhren bei der Translation zu keinem Aminosaure-

austausch und sind somit funktionell nicht relevant.

@ mit p53-Mutation @ ohne p53-Mutation

Abb. 3.2: Prozentualer Anteil der in p53 mutierten Proben.

Fast alle gefundenen Alterationen stellten Punktmutationen dar, die zum
Austausch einer einzelnen Base fuhrten. Gesondert zu erwahnen sind
zudem eine Mutation in Exon 6, bei der es zu einer Insertion der Base

Cytosin an Position 759 kam (c759C), sowie die Duplizierung der Codons
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275 und 276 (V275_C276dup) in Exon 8 einer weiteren Probe. Die Art

samtlicher gefundener Mutationen ist in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Aufzdhlung der gefundenen p53-Mutationen.
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Unter Fokussierung auf die funktionell relevanten Mutationen im
untersuchten Kollektiv, dominierten Exon 8-Mutationen sowie Mutationen in
Exon 6 mit jeweils vier mutierten Tumoren. Exon 5- und Exon 7-Mutationen
kamen hingegen nur in je einem bis zwei Fallen vor. Die genaue

Haufigkeitsverteilung der betroffenen Exons ist Abbildung 3.3 zu entnehmen.

@ Exons
@ ExonG
® Exon?7
® Exong

Abb. 3.3: Zugehérigkeit der elf funktionell relevanten p53-Mutationen zu den

entsprechenden Exons.
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3.3 Resultate der Sequenzierung von BRAF

BRAF-Mutationen in den Exons 11 und 15 fanden sich in keinem der 42
untersuchten hormonrefraktaren Prostatakarzinome.

3.4 Resultate der Sequenzierung von c-Kit

Zwei von 42 Tumoren (4,8 %) wiesen Veranderungen der DNA-Sequenz im

c-Kit-Gen auf (Abbildung 3.6). Beide Alterationen erwiesen sich als
Punktmutationen und lagen im Exon 9 (Abbildungen 3.7, 3.8 und 3.9).

@ mit c-Kit-Mutationen
@ ohne c-Kit-Mutation

Abb. 3.6: Prozentualer Anteil der in c-Kit alterierten Proben.

Eine der beiden Mutationen (T461T) fuhrte nicht zu einem
Aminosaurenaustausch. Die Untersuchung von Normalgewebe ergab im Fall
dieser stummen Mutation keine Aberration im Normalgewebe, so dass
angenommen werden muss, dass diese Mutation tatsachlich spontan im

Tumorgewebe entstanden ist. Bei dem anderen mutierten Tumor (D496N)
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kam es zu einem Aminosaurenausstausch, es handelte sich um eine bisher
nicht bekannte Kit-Mutation. Der entsprechende Tumor zeigte immunhisto-
chemisch keine Expression des c-Kit-Rezeptors. Im Normalgewebe liel3 sich

hier die gleiche Mutation wie auch schon im Tumor nachweisen.
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3.5 Uberblick:

Alle nachgewiesenen Mutationen im Zusammenhang zueinander sind

Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Tab. 3.2: Aufzdhlung der gefunden Mutationen im Zusammenhang zueinander. (Das Symbol

(#) steht fiir eine stumme Mutation).

3
g
ik
§

p53-7 p53-8 BRAF-11  BRAF-15  cKit9 cKit-11  cKit13
RZ74C : E E

)

P1T8L

V275 C276dup - - -

0o =] T LN b= | 3| P =

R214Stop
c753ins C

w

=9
o

e
e

=X
%]

=
(3]

—
.

=
[s3]

=
=

—
co

S
]
U0 T I O I N R

G267T

=
=]

i~}
=
=

- nicht auswerthar -

N

N

B

i8]
=

&

N240D @

8

N

%]
[#5]

V198G

&| 55| 5| &] 883|923 &) R 68| (2 8|13

P279T




Diskussion 33

4. Diskussion

4.1 Mutationen von p53 im Prostatakarzinom

Die Angaben der Literatur zur Haufigkeit von mittels Immunhistochemie (IHC)
nachgewiesener, vermehrter p53-Expression  variieren beim Prostata-
karzinom sehr stark [23]. So konnten Bauer et al. bei 85 von 139 Patienten
(61 %) mit einem Prostatakarzinom eine erhdhte Expression von p53
nachweisen [94]. Zellweger et al. wiesen nur in 4 % der 181 untersuchten
Prostatakarzinome eine Uberexpression von p53 nach [95]. Diese Varianz
ist wahrscheinlich auf Probleme des Verfahrens der IHC zurickzuflhren. Es
erstaunt allerdings, dass sich durch Sequenzierung gewonnene Daten zu
p53-Mutationshaufigkeiten ahnlich stark von Studie zu Studie unterscheiden.
Publikationen mit Angabe der Haufigkeit von p53-Mutationen sind in Tabelle
4.1 [44-60] zusammengefasst. Aussagen uber der Zusammensetzung der

Kollektive sind nicht immer vorhanden.

In nicht naher definierten Kollektiven von Prostatkarzinomen variieren die
Mutationshaufigkeiten von p53 besonders stark. So berichten Shi et al. bei
98 Primartumoren, analysiert durch ,modified yeast functional assay“ und
anschliellende Sequenzierung, von 44,9 % mutierten Proben, wahrend in
einer Studie von Kunimi et al. nur 56 % der sequenzierten
Prostatakarzinome Mutationen aufwiesen [47, 60]. Im Mittelfeld liegen
Studien wie die von Schlechte et al. mit 26,2 % Mutationshaufigkeit bei 103
Prostatakarzinomen, Kubota et al. mit 19 % mutierten Proben und Incognito
et al., die bei 58 Patienten 14 % Mutationshaufigkeit in den Exons 5-9
angeben [51, 53, 54]. Bei vorselektionierten Kollektiven verhalt sich die

Haufigkeit von p53-Mutationen in Prostatakarzinomen wie folgt: Rakozy et al.
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beschreiben bei immunhistochemisch p53-positiven Karzinomen eine
Mutationshaufigkeit von 50 % [45]. Eine noch héhere Tendenz wird durch
Griewe et al. beschrieben, in deren Studie 69 % der immunhistochemisch
positiven Proben mutiert waren [46]. In derselben Studie wiesen
immunhistochemisch p53-negative Tumore eine Mutationshaufigkeit von
immerhin 22 % auf. In frihen Prostatakarzinomen kommen laut
Literaturrecherche durch Downing et al. zu einem Drittel der Falle Mutationen
vor [50]. In einer Studie von Muhlbauer et al., bei der 84 % der untersuchten
Tumore einen Gleason-Score von sieben oder hoher aufwiesen, waren 12 %
der Proben mutiert [55]. Durch Watanabe et al. untersuchte
Prostatakarzinome eines spaten Stadiums mit weitlaufiger
Metastasenbildung wiesen mit 31 % eine ahnliche Mutationshaufigkeit auf
[48]. Hormonrefraktare Prostatakarzinome zeichnen sich in einer Studie von

Berner et al. durch elf von 50 (22 %) mutierte Proben aus [52].

Die auffallend hohe Diskrepanz der Mutationshaufigkeiten von Studie zu
Studie kdnnte durch mehrere Faktoren begriindet sein. Ein Aspekt ist hierbei
sicherlich die Auswahl des untersuchten Kollektivs. So ist zu erwarten, dass
sich in Kollektiven mit einer hoheren Anzahl von Tumoren fortgeschrittenen
Stadiums auch vermehrt Aberrationen nachweisen lassen [96]. Auch ist
davon auszugehen, dass einige Ergebnisse durch technische Probleme,
sowie die Auswahl der Methode und des Protokolls begrindet sind.
Auffallend ist, dass die meisten Studien eine gefunden Mutation nicht durch
eine Sequenzierreaktion aus einem neuen PCR-Reakionsansatz derselben
Ausgangs-DNA validierten. Unter Berucksichtigung der bestehenden
Fehlerrate von DNA-Polymerasen ware so denkbar, dass einige der
gefundenen Mutationen in Wirklichkeit nur auf Polymerasefehlern wahrend
der anfanglichen Replikationszyklen der Polymerase-Kettenreaktion beruhen.

Einige Studien untersuchten zudem ausschlieRlich Exon 5-8 von p53, andere
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zusatzlich auch Exon 4. Da jedoch nur ein geringer Anteil der p53-Mutationen
in Exon 4 liegt, erklart dieser methodische Unterschied die Diskrepanz
zwischen den Studien nicht. Die untersuchten Exons der berucksichtigten
Studien sowie die Mutationsfrequenz von Exon 4 sind Tabelle 4.1 zu

entnehmen.
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Tab. 4.1: Muationshéufigkeiten von p53 in Prostatakarzinomen in der Literatur.

‘sisasoydoiioap (26 Welneusp Welsuo - 3900
BIUaY2oIS IyunLULL| - JH| ‘sisaioydonaaa 96 uaipelf ainjessdwal- 399 ‘wsiydiowdjod uoiewlopod puelis 3jfuls - 40ss tuabunzinyqy

%09'G %00°0 uIsu Bunuszusnbag ‘g}- uoxg SlouZIexyeIeIS0ld APpueyaqun gl 9661 “[e 12 UMy
%008 - uisu Bunuazuanbag pun 4OSS ‘-5 Uoxg alouZIeyErIS0d 8¢ P661 1B 12 Ivjuasse ||
%006 2 E Buniszusnbas pun 3000 ‘DHI ‘85 uog SLOUZIBYEIEISOIH SNELUOLLLOY £ GBRL e 19 Jawag
%0001 = IE] funisizuanbag pun 4OSS ‘g-G uoxg BLoUIZIeYERIS0] OZ ¥661 “le 18 susluig
%0001 %000 uiau fBunusizuanbag pun 4OSS ‘6 U0 (01-g 2u02suoses|n) £661 "2 12 Layg
aSlouzieyer1sold 0}
%0001 - uiau Buniazuanbag ‘-5 uoxg uan-g6d Wap Japojpun d; | wosowoiyD 9661 e 12 Syooug
UOA J5N|ISAI3] Y HLU SLUOUZIBYERIS 0l O
%002} %00°0 uisu Buruaizuanbag pun diygauengsd ‘Li-| uox3 +] 2102SUOSE3D) %18 £002 [e 12 ;enequn |y
‘BLLOUIZIEYEIRIS0l 52
%0071 - uiau Buniaizuanbag pun 40SS ‘G-G UoX3 BLLIOUIZIEYERIS01d BG 000Z e 18 onuboou|
%006} %08t UET funszuanbag pun 4OSS ‘L 1-) uoxg SLIOUZIBYERIS01] |2 G661 [e 1B Blogy
%0022 7 urau Buniaizuanbag pun 39a0 DHI ‘g5 UOXT | SWOUEZENEIEIS0l] JIEMe.a.uoulioy 05 G661 le 12 Jaweag
%0022 - ESETEH Bunusizuanbag pun 4OSS ‘g5 uoxg BUOP{T Jafexipel Yoeu £00Z "'[e 1 amaug
awouzieyeleisold anjebau-ggd OH| 81
%0292 - urau Buruazusnbag pun 399 ‘g-G uox3 alouzieyerIsold €01 8661 2 12 312318
%0008 = = 3YDIBY2a.LUNEIaN “SUoXg aydiuayun SllouzieyeRIsold ayniy £00Z “Ie ® Buiumog
9000 = uiau Buruazuanbag SLLOUZIENEIRIS0I ) Z00Z "2 12 IUS
pun 4DSS fesse 1seafk payipoy| ‘g5 uoxg
%001 %06°, uiau Bunuaizuanbag pun 4OSs ‘L1-)L Uoxg Lnipels ¥661 “[e 1 ageueieny
u3jeds WaUIB Ul SLUCUZIEYBIEISOI] €]
%06t . U IUo|oY 15eak usasod 13p Buniaizuanbag pun awouZiexerRIsold alewud g +00Z “le RIS
SURISapuL uoA Bunyansiaiun Aesse [euonjoun) 1seadk palpoy ‘g-g uoxg
%0005 %000} uIsu Buruszusnbag pun 4OSS 6+ Uoxg Sluouzieyeleisold aapsod-g5d DHIOL | 6661 1B 1B Azoxey
90069 - as(aMI9} Bunuazuanbag pun 4OSS ‘g5 UoXg 3lLLOPF Ja(eyipel yoeu £00Z "|e P amaug
aluouzieyelelsold aansod-£6d OHI 91
%068/ %000 el d95S 01 uox3 (HecbiiEUnY dOSS-HOd-1M 1661 "B B yoopawng
JabUBYIoA W #1) SLUOUZIENEIRISOL] 6
Jwesan)  uoxg LBIpljeA ZesuUesLUOEaY Uanau uapoyial P pPUSMIBA uagold ajyansiaun lainy
Sleisuonen)y ajeisuonelny  Yainp apinm punjag JaAnisod ‘SUoXg SINsIALN




Diskussion 37

Auch in den Laboren der Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf
wurden bereits zuvor Prostatakarzinome auf p53-Mutationen untersucht.
Genau wie in unserer Studie wurde auch hier ein positiver Befund jedes Mal
durch eine erneute PCR mit anschlieRender Sequenzierung validiert. Dies

ermoglicht eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

In 29 von 63 (46 %) der sequenzierten hormonnaiven Tumore konnten p53-
Mutationen festgestellt werden. Jene analysierten Proben gehdrten allerdings
bereits zu einem vorselektionierten Kollektiv. Sie zahlten aus einer zufalligen
Auswahl von 2514 Prostatakarzinomen zu den 2,5 %, die sich immunhisto-
chemisch durch p53-Positivitat auszeichneten. Eine Mutationsanalyse von 63
p53-negativen high-grade Tumoren ergab vier mutierte Proben (6,4 %) [23].
Diese Ergebnisse wurden in Tabelle 4.2 den Erkenntnissen unserer Studie

gegenubergestellt.

Tab. 4.2: Mutationshufigkeit von p53 in Prostatakarzinomen aus dem UKE.

Untersuchte Proben Verfahren Muationshaufigkeit
63 pS3-positive Prostatakarzinome Sequenzierung 46,00%
63 p53-negative High Grade Prostatakarzinome Sequenzierung 6,40%
42 Hormonrefraktare Prostatakarzinome Sequenzierung 26,20%

Um nun die in dieser Studie behandelte Mutationshaufigkeit von
hormonrefraktaren Prostatakarzinomen mit der Mutationshaufigkeit der
vorangegangenen Untersuchung aus Eppendorf zu vergleichen, muss man
rechnerisch die Anzahl mutierter Proben aus dem Gesamtkollektiv von 2514
Prostatakarzinomen ermitteln. Wenn 2,5 % des Gesamtkollektivs p53-positiv
sind, und sich diese durch Mutationen in 46 % der Falle auszeichnen, so
betragt die gesamte Mutationshaufigkeit naherungsweise 1,15 % (2,5 %

multipliziert mit 0,46). Dieser Wert musste nun noch mit dem Anteil von p53-
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negativen und dennoch mutierten Prostatakarzinomen verrechnet werden.
Da mit unseren Verfahren bei high-grade Karzinomen dieser Wert bei 6,4 %
lag, kann bei vorsichtiger Schatzung davon ausgegangen werden, dass
zwischen 1,15 % und 6,4 % aller unbehandelter Primartumore der Prostata
p53-Mutationen aufweisen. Damit ergibt sich mit Sicherheit ein signifikanter
Anstieg von p53-Mutationen in unserem, zu 26,2 % mutierten, hormon-

refraktaren Kollektiv.

Bereits vorausgegangene Studien berichteten ebenfalls von einem Anstieg
der Haufigkeit von p53-Mutationen in hormonrefraktaren Prostatakarzinomen
im Vergleich zu hormonnaiven. So wiesen Berner et al. bereits 1995 bei 19
von 50 (38 %) hormonrefraktaren, und nur bei sechs von 34 (18 %)
hormonnaiven Prostatkarzinomen eine Anhaufung von p53-Protein nach [52].
Diese p53-positiven Karzinome wurden im Verlauf der Studie sequenziert.
Von den hormonrefraktaren Proben zeigten sich nun in elf der ursprunglich
50 Falle (22 %) p53-Mutationen, wohingegen nur drei der anfanglich 34 (9 %)
hormonnaiven Karzinome mutiert waren. Somit kommen diese Zahlen den

unseren relativ nahe.

4.2 Die Rolle von p53-Mutationen bei der Entstehung eines

hormonrefraktaren Status

Obwohl sich ein hormonrefraktares Prostatakarzinom im Hinblick auf
verbleibende Therapieoptionen deutlich von einem hormonnaiven Prostata-
karzinom unterscheidet, ist die eigentliche Entstehung des hormon-
refraktaren Status bisher nicht ausreichend geklart. Im vorangegangenen

Abschnitt wurde gezeigt, dass hormonrefraktare Prostatakarzinome haufiger
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p53-Mutationen aufweisen als hormonnaive. Nun stellt sich die Frage, ob
nicht gerade erst das Erwerben einer p53-Mutation zu der Entstehung eines

hormonrefraktaren Status fuhrt.

Bei einigen Patienten mit hormonrefraktarem Prostatakarzinom konnte ein
mutierter Androgenrezeptor identifiziert werden, der in seiner steroidalen
Bindungscharakteristik sowie der Antwort auf Antiandrogene verandert
reagiert [77, 78]. Fur die Rolle von p53-Mutationen bei der Entstehung dieses
veranderten Rezeptors kommen im wesentlichen zwei Thesen in Frage.

Zum einen konnte eine Mutation die Funktion von p53 als
Tumorsuppressorgen vermindern oder aufheben (loss-of-function) und somit
zur fehlenden Hormonsensitivitat fuhren. Schon Gingrich et al. zeigten im
Mausmodell, dass p53-inaktivierte Prostatakarzinome einen hormon-
refraktaren Status entwickelten [79]. Zu einer ahnlichen Erkenntnis kam auch
eine andere Studie, in der eine Reduzierung von Wildtyp-p53 zur
Auspragung von Androgenunabhangigkeit in einer menschlichen Prostata-
karzinomzelllinie fhrte [80].

Zum anderen konnen p53-Mutationen auch zu dem Erwerb einer neuen
fuhren. In diesem Fall spricht man von einer Gain-of-function-Mutation (GOF-
Mutation). Der Zusammenhang des mutierten Androgenrezeptors mit p53-
GOF-Mutationen wurde in einer Studie von Nesslinger et al. behandelt [24].
Es zeigte sich, dass Zelllinien von Prostatakarzinomen mit GOF-Mutationen
der p53-Allele vom Typ G245S, R248W, R273H und R273C auch unter
androgenerschopften Umstanden die Fahigkeit behielten zu wachsen.
Weitere Forschungen an Gain-of-function-Mutationen in Prostatakarzinom-
zelllinien im Zusammenhang mit Androgenunabhangigkeit wurden durch
Tepper et al. durchgefuhrt. Die Forschung ergab, dass unterschiedliche p53-
GOF-Mutationen Uber gemeinsame Gene wirken, die sich in ihrer Expression

sowohl positiv als auch negativ beeinflussen lassen [25]. Auch schon in



Diskussion 40

anderen Tumorarten wurde, bedingt durch GOF-Mutationen, ein erhdhtes
Tumorentwicklungspotential nachgewiesen und ein Hochregulieren von

Genen beobachtet, die fur die Zellproliferation zustandig sind [81-83].

Die Berucksichtigung dieser Studien sowie der im Vergleich zu
hormonnaiven Prostatakarzinomen aufgezeigten, erhéhten p53-Mutations-
frequenz der hormonrefraktaren Form bekraftigt die Annahme, dass auch
spontan entstandene p53-Mutationen zu der Entstehung eines hormon-

refraktaren Status von Prostatakarzinompatienten beitragen kénnten.

4.3 Mutationen von BRAF im Prostatakarzinom

In  keinem der 42 von uns untersuchten hormonrefraktaren
Prostatakarzinome fand sich eine BRAF-Mutation. Dieses Resultat ist
unerwartet, berichteten doch Cho et al. in einer Sudie mit 206 koreanischen
Prostatakarzinomen von mehr als 10 % BRAF-Mutationen in Codon 600.
Hierbei waren 21 von 206 (10,2 %) Karzinomen mutiert [26]. Bei Anwendung
eines Chi-Quadrat-Tests sind die Unterschiede zwischen unserem Kollektiv
(0/42) und dem koreanischen Kollektiv (21/206) hoch signifikant (p=0,00142).

Allerdings muss berlcksichtigt werden, dass Cho et al. Prostatakarzinome
aus einem frihen Stadium verwendeten, welche sich wesentlich von
hormonrefraktaren Karzinomen unterscheiden [26]. Die Prostatakarzinome in
unserer Studie wiesen grofdtenteils einen hoheren Gleason-Score, ein
hdheres PSA-Level, sowie ein fortgeschritteneres Tumorstadium auf. Zudem
war das untersuchte Patientenkollektiv, im Unterschied zu unsere Studie mit
westlichem Patientenmaterial, von koreanischer Herkunft. Auch wiesen

bereits andere Untersuchungen friher Prostatakarzinome keine Mutationen
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von BRAF auf. In der Studie von Liu et al. zeigte keines der 93
unbehandelten Prostatakarzinome BRAF-Mutationen, das gleiche gilt auch
fur Cohen et al., die 17 Prostatakarzinome untersuchten [92, 93]. Trotzdem
eroffnet die beschriebene Diskrepanz von Mutationshaufigkeiten zwei

interessante Erklarungsmaoglichkeiten:

Es ware einerseits denkbar, dass koreanische Prostatakarzinome, die sich in
ihrer Pravalenz ohnehin deutlich von westlichen Prostatakarzinomen
unterscheiden, Uber andere molekulare Regelsysteme entstehen. Im
Gegensatz zu der Studie von Cho et al., wurde in unsere Studie und auch in
den zuvor genannten Studien von Liu et al. und Choen et al. kaukasisches
Patientenmaterial verwendet [26, 92, 93]. Schon beim nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom wird eine aktivierende Mutation des epidermalen
Wachstumsfaktors im asiatischen Patientenkollektiv haufiger beobachtet, als
bei US-amerikanischen Patienten [87]. Ethnisch bedingte, molekuare
Unterschiede kdnnten madglicherweise auch im Prostatakarzinom bestehen.
So koénnte eine Alteration von BRAF moglicherweise zwar die Genese eines
koreanischen Prostatakarzinoms begunstigen und somit die gefundenen
Mutationen von Cho et al. in Codon 600 erklaren, bei der Entwicklung eines

westlichen Karzinoms hingegen aber keine Rolle spielen [26].

Andererseits ware es vorstellbar, dass BRAF-Mutationen nur in der
Entwicklung von fruhen Prostatakarzinomen mitwirken. So konnte der Erhalt
des Tumors, sowie die Progression zu einem hdheren Tumorstadium
einschlieBlich  Androgenunabhangigkeit entkoppelt von der BRAF-
Signalkaskade ablaufen. Jeong et al. konnten beispielsweise im Mausmodell
zeigen, dass eine Mutation von BRAF V600E Uber eine Aktivierung der
MAP-Kinase-Aktivitat zu der Entwicklung von schnellwachsenden

Adenokarzinomen der Prostata fuhrte [86]. Desweiteren flhrte die genetische
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Tilgung der Mutation in diesen Karzinomen zu keiner Tumorregression, was
dafir spricht, dass BRAF V600E zwar die Entwicklung eines Prostata-
karzinoms induzieren kann, jedoch fur seinen Erhalt nicht obligat ist.
Theoretisch ware es daher denkbar, dass BRAF-positive Klone wahrend der
Progression zum hormonrefraktaren Status durch andere Zellklone verdrangt
werden, was ebenfalls das Fehlen von BRAF-Mutationen in unserem

hormonrefraktaren Kollektiv von Prostatakarzinomen erklaren wiirde.

Technische Probleme bei der Mutationsanalyse kommen als Erklarung flr die
unterschiedlichen Befunde in unserer und der Studie von Cho et al.
theoretisch ebenfalls in Frage [26]. Eine Maoglichkeit fur falsch-negative
Mutationsanalysen in unserem Kollektiv ware hierbei eine Verdinnung der
Tumor-DNA durch Normalgewebe-DNA. Die hohe Haufigkeit von p53-
Mutationen in unseren 42 Proben spricht aber gegen eine derartige
Moglichkeit, da auch die Analyse dieser Mutationen sonst von einer
moglichen Verdunnung betroffen sein musste. Hinsichtlich der koreanische
Studie gibt es einen technischen Aspekt zur Interpretierung der Ergebnisse,
der zu thematisieren ware. Wie schon zuvor erwahnt, ist die Mutation V600E
die haufigste und relevanteste BRAF-Mutation, die im Zusammenhang zur
Onkogenese steht [89, 90]. Die gefundenen BRAF-Mutationen von Cho et al.
sind jedoch groRtenteils eher unibliche Mutationen desselben Codons wie
V600A oder V600M, die durch eine Transition verursacht wurden [26]. Da
Transitionen durch Formalinfixierung bedingt sein kdnnen, ware es moglich,
dass ein Teil der in der Studie von Cho et al. gefundenen Mutationen
tatsachlich technische Artefakte darstellen [88, 26]. In diesesm Fall betriige
die wahrhaftige Mutationsfrequenz nur 1 % bezogen auf zwei gefundene
V600E-BRAF-Mutationen in 206 Karzinomen.
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Folglich ware es denkbar, dass unser Kollektiv, sowie die Kollektive der
anderen Studien ohne BRAF-Mutationen, zu klein sind, um diesen geringen

Anteil von BRAF-Mutationen festzustellen.

4.4 Die Rolle von Sorafenib als Therapieoption im BRAF-mutierten

Prostatakarzinom

Das Vorliegen von BRAF-Mutationen in der Studie von Cho et al. ist insofern
von Bedeutung, als beispielsweise mit Sorafenib ein Medikament zur
Verfugung steht, dass potenziell bei BRAF-mutierten Karzinomen zum
Einsatz kommen konnte [26]. Gerade bezogen auf hormonrefraktare
Prostatakarzinome, bei denen nur wenige weitere therapeutische Optionen
bestehen, ware das Vorliegen von BRAF-Mutationen so besonders
bedeutsam. Bei Sorafenib handelt es sich um einen oralen
Proteinkinaseinhibitor, der sich durch antiproliferative sowie antiangiogene
Wirkung auszeichnet und beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom bereits
indiziert ist [61]. Seine Wirksamkeit wurde auch im Zusammenhang mit
BRAF-Mutationen untersucht. So wurde beim Schilddrisenkarzinom vom
papillaren Typ mit BRAF-Mutation im Mausmodel ein mit der Kontrollgruppe
um 53 %-54 % reduziertes Wachstum der Tumorzellen durch die orale Gabe
von Sorafenib (80 mg/kg/d) nachgewiesen [27]. Auch bei malignen
peripheren Nervenscheidentumoren (MPNST), die sich durch BRAF-
Expression auszeichneten, wurde durch Ambrosini et al. bereits unter Einsatz
von nanomolaren Sorafenibkonzentrationen eine Wachstumsminderung

aufgezeigt [28]
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Die Ergebnisse unserer Mutationsanalyse von hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen, sowie die Resultate weitere Studien mit friheren,
hormonsensitiven, kaukasischen Patientenkollektiven, zeigten keine einzige
Mutation von BRAF [92, 93]. Dies spricht, zumindest bei kaukasischen

Prostatakarzinomen, stark gegen eine Therapieoption durch Sorafenib.

4.5 Mutationen von c-Kit und Expression des c-Kit-Rezeptors im

Prostatakarzinom

Zwar wurden bisher Analysen zu Kit-Mutationen in Prostatakarzinomen nicht
beschrieben, wohl aber gibt es Berichte Uber die Expression des c-Kit-
Rezeptors. So berichteten Simak et al. von 2 % c-Kit-Protein-Expression
(einer von 46 Tumoren) in malignen Epithelzellen von Prostatkarzinomen
[31]. Eine weitere Studie von Di Lorenzo et al. beschreibt sogar bei 26 von 94
(27,7 %) Prostatakarzinomen mit einem Gleason-Score grof3er sieben eine
epitheliale Expression des c-Kit-Rezeptors [30]. Zudem zeichnen sich
hormonrefraktare Prostatakarzinome in einer Studie mit 51 Patienten von
Ohlmann et al. durch Expression des c-Kit-Proteins in 25 % der Falle aus
[29]. Die Ergebnisse dieser Studien eroffnen die Moglichkeit, dass die
Expression des c-Kit-Rezeptors zu der Entstehung oder aber der
Progression von Prostatakarzinomen beitragen konnten. Fraglich ist jedoch,
ob die aufgezeigte Expression eventuell in einer imatinibsensitiven Mutation
des c-Kit-Genes begrindet liegt, oder aber durch andere Faktoren mit

beeinflusst wird.

Tatsachlich  fanden  sich  unter unseren 42  fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen zwei eindeutige Mutationen im c-Kit Exon 9. Weitere

Untersuchungen des sequenzierten Gewebes ergaben jedoch Kkeine
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Hinweise auf eine funktionelle Relevanz dieser Mutationen. Eine Mutation
schien zwar spontan im Tumor entstanden zu sein, da sie sich im
Normalgewebe des Patienten nicht nachweisen lie3, jedoch erwies sie sich
als stumm. Das bedeutet, dass die durch die Mutation veranderte
Basenabfolge der DNA nicht zu einer veranderten Aminosaurensequenz
nach der Translation fiihrt und somit das entstehende Protein nicht verandert.
Bei dem anderen mutierten Tumor entspricht die gefundene Kit-Mutation
nicht den imatinibresistenten bekannten Mutationen beim gastrointestinalen
Stromatumor. Auch zeigte das entsprechende Karzinom immunhisto-
chemisch keinerlei Expression des c-Kit-Rezeptors. Zudem kommt die
gleiche Mutation auch im Normalgewebe des Patienten vor, was fur das
Vorliegen einer somatischen Mutation spricht. Inwiefern diese Mutation die
weitere Funktionalitdt des c-Kit-Proteins beeinflusst ist nicht ersichtlich,
jedoch scheint das nicht mutiere c-Kit-Allel ausreichend, um die Aufgaben
des c-Kit-Rezeptor wahrend der Embryogenese bei Gametogenese und
Hamatopoese zu gewahrleisten [63]. Anderenfalls ware eine lebensfahige
Entwicklung wahrend der Schwangerschaft wahrscheinlich nicht madglich

gewesen.

Unter Berucksichtigung unserer Ergebnisse scheinen, zumindest in
hormonrefraktaren Prostatakarzinomen, Mutationen von c-Kit nur sehr selten

vorzukommen.

4.6 Die Rolle von Imatinib als Therapieoption im

Prostatakarzinom

Die c-Kit-Mutationsanalyse wurde in unserem Projekt mit eingeschlossen,

weil die therapeutische Wirkung von Imatinib in verschiedenen Studien am
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Prostatakarzinom untersucht wird [33]. Imatinib ist ein Wirkstoff, der
spezifische Tyrosinkinasen inhibiert und so schon bei der Behandlung von
chronisch myeolischen Leukamien zum Einsatz kommt [62}. Auch bei der
Therapie von gastrointestinalen Stromatumoren, einer Tumorart, die sich
sowohl durch eine hohe Expression es c-Kit-Rezeptors, als auch eine hohe
Mutationsrate von c-Kit auszeichnet, kommt diesem Medikament durch seine
hohe Wirksamkeit eine herausragende Bedeutung zu [32]. So gibt es
zumindest Berichte Uber ansatzweises Ansprechen von Prostatakarzinomen
auf Imatinib. In einer Studie von Bajaj et al. wurden beispielsweise 27
Patienten mit einem hormonrefraktaren Prostatakarzinom ein Jahr lang,
zweimal taglich, mit 400 mg Imatinibmesilat behandelt [34]. Bei immerhin
18,5% der Patienten erwies sich der PSA-Wert wahrend der

Behandlungszeit als stabil.

Da jedoch die 42 durch uns untersuchten Tumore keine funktionell
relevanten c-Kit-Mutationen enthielten, findet sich in unserer Studie keine
Erklarung fur das gelegentliche Ansprechen von hormonrefraktaren

Prostatakarzinomen auf Imatinib.

Daten aus dieser Dissertation wurden in folgender Publikation veréffentlicht:

J. Kéllermann, H. Albrecht, T. Schlomm, H. Huland, M. Graefen, C. Bokemeyer, R. Simon, G.
Sauter, W. Wilczak.

Activating BRAF gene mutations are uncommon in hormone refractory prostate cancer in
Caucasian patients.

Oncology Letters. 2010; 1 (4): 729-732.
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5. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom zahlt zu den haufigsten lebensbedrohlichen
Tumorerkrankungen beim Mann in westlichen Gesellschaften. Die kurative
Vorgehensweise beinhaltet vor allem bei Tumoren im fortgeschrittenen
Stadium haufig eine antiandrogene Behandlung. Zwar fihrt diese
uberwiegend zu einer dramatischen Tumorremission, jedoch kommt es im
Krankheitsverlauf vielfach zum Auftreten eines hormonrefraktaren Rezidivs.
Die weitere Therapie gestaltet sich dann in der Regel problematisch. Um die
Pathogenese von hormonrefraktaren Prostatakarzinomen besser zu
verstehen, wurden in dieser Studie das Tumorsuppressorgen p53, das
Onkogen BRAF sowie das Protoonkogen c-Kit einer DNA-Sequenzanalyse
unterzogen. Bereits im Vorfeld bestanden Hinweise darauf, dass p53-
Mutationen in hormonrefraktaren Prostatakarzinomen haufiger vorkommen
als in der naiven Form. Eine Zuordnung von Mutationen in BRAF, oder c-Kit
zum Prostatakarzinom ware insofern interessant, als mit Sorafenib und
Imatenib bereits spezifische Tyrosinkinaseinhibitoren zur Verfugung stehen,
die dann als Behandlungsoptionen flr bestimmte Prostatakarzinompatienten

in Frage kamen.

Zu diesem Zweck wurden Gewebe der Primartumore von insgesamt 42
Patienten mit hormonrefraktaren Prostatakarzinomen per Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert. AnschlieRend wurden die Exons p53-5 bis 8,
BRAF-11 und 15, sowie c-Kit-9, 11 und 13 mit der automatisierten Form der
enzymatischen Kettenabbruchmethode zur DNA-Sequenzierung nach

Frederick Sanger sequenziert.

Die Untersuchung ergab in 26,2 % der Falle Mutationen im p53-Gen. Hierbei

dominierten Aberrationen in Exon 6 und Exon 8. BRAF-Mutationen fanden
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sich in keinem der untersuchten Tumore. Die Analyse von c-Kit offenbarte
zwei mutierte Proben (4,8 %). Beide befanden sich in Exon 9, stellten sich

jedoch nach weiterer Analyse nicht als funktionell relevant heraus.

Verglichen mit einer friheren Studie aus dem Universitatsklinikum
Eppendorf, bei der eine zufallige Auswahl von Prostatakarzinomen
verwendet wurde, ergab sich ein signifikanter Anstieg von p53-Mutationen in
unserem hormonrefraktaren Kollektiv. Dieser Befund eréffnet die Moglichkeit,
dass spontan entstandene p53-Mutationen zu der Bildung eines
hormonrefraktaren Status von Prostatakarzinompatienten beitragen kénnen.
Das ganzliche Fehlen von BRAF-Mutationen in unserer Studie ist unerwartet,
da eine koreanische Untersuchung 10,2 % Mutationshaufigkeit in Codon 600
von frihen Prostatakarzinomen beschreibt. Als Erklarung kommt hierfir eine
mangelnde Kompatibilitat von BRAF-Mutationen in Zusammenhang mit
einem hormonrefraktaren Status in Frage. Auch denkbar ware, dass
koreanische Prostatakarzinome durch andere molekulare Regel-
mechanismen entstehen als westliche und daher auch andere
Mutationshaufigkeiten aufweisen. Eine therapeutische Verwendung von
Sorafenib oder Imatenib beim hormonrefraktaren Prostatakarzinom scheint
bezogen auf die Ergebnisse unsere Studie, mit dem fehlenden Nachweis von

funktionell relevanten Mutationen von BRAF oder c-Kit, als unwahrscheinlich.
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6. Anhang

6.1 Abkilirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ATM ataxia telangiectasia mutated

ATR ATM- and Rad3-related

CDGE constant denaturant gel electrophoresis
CDK cyclin-dependent kinases

d day

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ErbB1 epidermal growth factor receptor

ERK extracellular-signal-regulated kinases

G1-Phase Prasynthesephase
G2-Phase Postsynthesephase

GIST gastrointestinaler Stromatumor
GOF gain of function

IHC Immunhistochemie

kDa Kilodalton

I Liter

MAPK mitogen-activated protein kinases
Mdm2 murine double minute

mg Milligramm

ml Milliliter

MPNST maligner peripherer Nervenscheidentumor
Mg Mikrogramm

pl Mikroliter
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pmol Mikromol

ng Nanogramm

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PK Proteinkinase

PSA prostataspezifisches Antigen

PTEN phosphatase and tensin homolog

RNA Ribonukleinsaure

S-Phase Synthesephase

SCF stem cell factor

SSCP single strand conformation polymorphism
Tab. Tabelle

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TGGE temperaure gradient gel electrophoresis
U/min Umdrehungen pro Minute

UKE Universitatsklinikum Eppendorf
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