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1. EINLEITUNG

1.1. Ovarialkarzinome

Hinter dem Begriff "Ovarialkarzinome" verbirgt sich eine Vielzahl von Neoplasien
unterschiedlicher histogenetischer Herkunft. Nach der Klassifikation der WHO von 1976
werden gemald dem Histogeneseprinzip Ovarialtumoren in acht Hauptgruppen unterteilt, von
denen im weiteren Verlauf nur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Gruppe der
epithelialen Tumoren besprochen wird (s. Tab.1.2.).

1.1.1. Klassifikation und Pathologie der epithelialen Ovarialkarzinome

Unter den malignen Tumoren des Ovars erweisen sich die epithelialen Karzinome mit 90%
als die groRte Gruppe. Es wird davon ausgegangen, dass die epithelialen Karzinome durch
maligne Transformation des Oberflachenepithels entstehen. Vermutlich kommt es durch
kontinuierliche Ovwulationen zu Invaginationen des Oberflachenepithels mit Ausbildung
epithelialer Inklusionszysten, welche den Ursprung epithelialer Karzinome zu bilden scheinen
(Saigo 1993, Pfleiderer 1996). Das Oberflachenepithel leitet sich histogenetisch vom
Zo6lomepithel ab, wodurch sich dessen Potenz zu verschiedenen Differenzierungen erklaren
lasst (Saigo 1993, Stegner 1994). Unklar ist bislang, ob diese neoplastische Transformation
zum invasiven Karzinom direkt erfolgt oder beispielsweise tber die Zwischenstufen eines
benignen Tumors oder eines sog. "Borderline-Tumors"”, der auch Tumor mit geringem
Malignitatspotenzial (LMP-Tumoren = Tumors of low malignant potential) genannt wird
(Pfleiderer 1996, Matias-Guiu et Prat 1998, Evans et al. 1999, Schmidt-Matthiesen et al.
2000). Im Gegensatz zum Karzinom liegt beim Borderline-Tumor kein invasives und
destruktives Wachstum vor (Pfleiderer 1996, Kommoss et al. 2001). Dieses kann aber
durchaus infolge von Invaginationen vorgetauscht werden (Saigo 1993). 10% der serdsen
Borderline-Tumoren weisen eine sog. Mikroinvasion auf, die sich jedoch nicht ungunstig auf
die Prognose auszuwirken scheint (Lee et Scully 2000, Seidman et Kurman 2000, Kommoss et
al. 2001). Gemal der histologischen Klassifikation sind die vier h&aufigsten histologischen
Subtypen serdse, muzingse, endometrioide sowie undifferenzierte Karzinome (Tab.1.1.).

Die weitaus groRte Gruppe bilden die serdsen Ovarialkarzinome mit 40-50% aller malignen
Ovarialtumoren. Sie kommen am h&ufigsten zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr vor. In
ungeféhr 50-80% der Falle sind beide Ovarien betroffen (s. Tab.1.1.; Schmidt-Matthiesen et
al. 2000). Makroskopisch imponieren sie als zystisch-papillare Tumoren mit soliden Anteilen
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sowie Nekroseherden und Einblutungen. Die Oberflache des Ovars erscheint glatt, solange
der Tumor die Kapsel nicht durchbrochen hat (Saigo 1993, Stegner 1994).

Tab.1.1.: Relative Haufigkeit und beidseitiges Vorkommen bei malignen Ovarial-
tumoren (modifiziert nach Stegner 1994)

Hauptgruppe Tumortyp Haufigkeit Bilateralitat
Ser@se Zystadenokarzinome 40-50% » 50%
Epitheliale Muzingse Zystadenokarzinome 10% < 50%
Tumoren Endometrioide Karzinome 15-25% < 50%
Klarzellige Karzinome 5% meist einseitig
Undifferenzierte Karzinome 10% > 50%
Mesenchymale Granulosazelltumoren 1-5% meist einseitig
Tumoren Thekazelltumoren selten meist einseitig
Androblastome selten meist einseitig
Keimzelltumoren | Dysgeminome 5% meist einseitig
Teratoblastome selten meist einseitig

Die muzindsen Karzinome machen ungefahr 10% aller priméren Ovarialkarzinome aus und
betreffen tberwiegend 30- bis 50-jéhrige Frauen. In der Mehrzahl der Falle treten sie einseitig
auf. Das makroskopische Erscheinungsbild zeigt einen oberflachlich meist glatten Tumor,
dessen Schnittfliche solide schwammige oder mikrozystische Bezirke neben groRen
gekammerten Hohlrdumen mit viskdsem Zysteninhalt aufweist. Entdifferenzierte Tumoren
verlieren die Fahigkeit zur Schleimbildung. Mikroskopisch finden sich hdufig gut
differenzierte Tumoren mit charakteristischen Zellen, die den endozervikalen Zellen dhneln
(Saigo 1993) und irregulére atypische Drisenschldauche sowie solide Komplexe bilden. Die
Unterscheidung zwischen gut differenzierten Karzinomen und den sog. Borderline-Tumoren
erfolgt anhand der vorliegenden Stromainvasion (Saigo 1993).

Endometrioide Karzinome stellen mit 15-25% aller Ovarialkarzinome die zweitgrofite Gruppe
dar und weisen einen Haufigkeitsgipfel im 5. und 6. Lebensjahrzehnt auf. Sie kommen in 30
bis 50% der Félle bilateral vor (Tab. 1.1.). Es besteht offensichtlich eine Assoziation zur
Endometriose, deren Rate maligner Transformationen auf weniger als 2% geschétzt wird
(Saigo 1993). Die Uberwiegende Zahl der endometrioiden Karzinome entwickelt sich jedoch
direkt aus dem Oberflachenepithel des Ovars, welches die Potenz zur endometrialen
Differenzierung besitzt. Endometrioide Karzinome des Ovars sind in 15-25% der Falle
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vergesellschaftet mit Endometriumkarzinomen, wobei nicht immer eindeutig geklart werden
kann, ob es sich um zwei unabhé&ngig voneinander entstandene Karzinome handelt oder ob
eine Ovarialmetastase eines Endometriumkarzinoms vorliegt (Saigo 1993). Makroskopisch
finden sich Tumoren mit zystischen und soliden Anteilen, haufig durchsetzt von Nekrosen
und Einblutungen (Stegner 1994).

Tab.1.2.: Histologische Klassifikation der Ovarialtumoren (WHO 1973, verkirzt nach
Stegner, 1994)

| Epitheliale Tumoren
A SerdseTumoren:

=

Benigne Zystadenome und Zystadenofibrome
Proliferierende Zystadenome und Zystadenofibrome
3. Zystadenokarzinome

N

B Muzingse Tumoren:
1. Benigne Zystadenome und Zystadenofibrome
2. Proliferierende Zystadenome und Zystadenofibrome
3. Zystadenokarzinome

C Endometrioide Tumoren:
1. Benigne Zystadenome und Zystadenofibrome
2. Proliferierende Zystadenome und Zystadenofibrome
3. Adenokarzinome

D Klarzellige Tumoren:

1. Benigne
2. Proliferierende
3. Maligne

E  Brenner-Tumoren:
1. Benigne
2. Proliferierende
3. Maligne

F  Gemischte epitheliale Tumoren:
1. Benigne
2. Proliferierende
3. Maligne

Undifferenzierte Karzinome

H Unklassifizierte epitheliale Tumoren

1 Tumoren des sexuell differenzierten Mesenchyms
i Lipoidzelltumoren
v Keimzelltumoren

\Y Gonadoblastome
Vi Unspezifische Bindegewebstumoren
VIl Unklassifizierte Tumoren

VIl  Metastatische Tumoren
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1.1.2. Epidemiologie

Epidemiologische Faktoren, die eine ununterbrochene Ovulation bewirken, sind als
Risikofaktoren fur das Ovarialkarzinom seit langerem bekannt (Fathalla 1971, Narod et al.
1998). Je haufiger Ovulationen auftreten, um so wahrscheinlicher wird die Entstehung eines
Ovarialkarzinoms. Nach jeder Ovulation muss das Oberflachenepithel proliferieren und tber
die entstandene Wunde wachsen. Im Laufe dieser haufigen Zellteilungen ist das Risiko von
Mutationen groRR (Kaufmann et Minckwitz 1995).

Beeinflusst wird die Ovulationshaufigkeit durch die Dauer der fertilen Lebensphase (friihe
Menarche, spate Menopause), die Zahl der Schwangerschaften und die Einnahme von
Owvulationshemmern, wodurch sie als Risikofaktoren fiir die Entstehung des
Ovarialkarzinoms von Bedeutung sind (Stegner 1994). Das Risiko nimmt mit der
Einnahmedauer von oralen Kontrazeptiva und der Anzahl der Schwangerschaften ab (Cramer
et al. 1982, Kaufmann et Minckwitz 1995, Claus et Schwartz 1995, Narod et al. 1998). Aber
nicht nur eine hohe Paritat, sondern auch ein langes Zeitintervall zwischen erstem und letztem
Kind sowie insbesondere ein hoheres Alter bei Geburt des letzten Kindes scheinen vor allem
bei hereditédren Ovarialkarzinomen einen protektiven Effekt auszuiiben (Godard et al. 1998).
Daraus l&sst sich folgern, dass eine physiologisch oder medikamentés bedingte
Ovwulationsruhe bzw. -hemmung eine protektive Wirkung beziglich einer neoplastischen
Entartung des Ovarepithels hat (Cramer et al. 1983, Stegner 1994, Narod et al. 1998).

Die Einnahme oraler Kontrazeptiva reduziert das Risiko einer Entstehung von Malignomen
der Ovarien. Auch bezlglich hereditdrer Formen von Ovarialmalignomen scheint dies zu
gelten (Narod et al. 1998, Godard et al. 1998). Dabei ist zum einen die Dauer der Einnahme
oraler Kontrazeptiva entscheidend: Mit zunehmender Einnahmedauer sinkt das
Erkrankungsrisiko um 50% und mehr (Whittemore et al. 1992, Narod et al. 1998). Zum
Anderen spielt das Alter bei letzter Einnahme von Ovulationshemmern eine wichtige Rolle:
So scheint sich gerade ein hoheres Alter bei letzter Einnahme sowohl bei sporadischen als
auch bei hereditaren Ovarialkarzinomen protektiv auszuwirken (Godard et al. 1998).

Auch die Tubensterilisation und Hysterektomie senken das Erkrankungsrisiko. Eine positive
Eigen- oder Familienanamnese beziglich Brustkrebs gehdrt zu den bedeutenden
Risikofaktoren fiir die Enstehung von Ovarialkarzinomen (Godard et al. 1998).

Mit Ausnahme der hereditaren Ovarialkarzinomfamilien mit offenbar autosomal-dominanter
Vererbung unterschiedlicher Penetranz existiert bei der Mehrzahl der Ovarialkarzinome
augenscheinlich keine genetische Fixierung (Gallion et al. 1995, Kaufmann et Minckwitz
1995). Eine positive Familienanamnese gilt jedoch als wichtiger Risikofaktor. Fur Verwandte
ersten Grades besteht ein 1,5 - 3,6fach erhohtes Risiko, ebenfalls an einem Ovarialkarzinom
zu erkranken (Claus et Schwartz 1995, Kaufmann et Minckwitz 1995, Godard et al. 1998).
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Bei 5-10% der Ovarialkarzinom-Patientinnen liegt eine vererbte Pradisposition fur die
Entstehung eines Ovarialkarzinoms vor. Es wurden drei hereditare Ovarial-Karzinom-
Syndrome beschrieben: (1) Das hereditdre Brust-Ovarial-Karzinom-Syndrom (HBOC,
hereditary breast ovarian cancer syndrome), (2) das multiple Karzinom (Kolon-,
Endometrium-, Ovarial-Karzinom, andere solide Tumoren) oder auch HNCCS genannt
(hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome), (3) das hereditdre Ovarialkarzinom-
Syndrom (HOC, hereditary ovarian cancer syndrome; Lynch et al. 1993, Buller et al. 1993,
Godard et al. 1998, Kiechle et al. 2001). In Familien mit positiven Anamnesen beztglich
Mamma-Ovarial-Karzinomen liegen gehduft Keimbahnmutationen der Tumorsuppressorgene
BRCA-1 und BRCA-2 vor (Matias-Guiu et Prat 1998). Das kumulative Risiko fir die
Entstehung eines Mamma- oder Ovarialkarzinoms betragt bei Tragerinnen eines mutierten
BRCA1-Gens schatzungsweise 76% bis zum 70. Lebensjahr (Gallion et al. 1995).

1.1.3. Prognoseparameter des Ovarialkarzinoms

lhrer Inzidenz zufolge stehen die Ovarialkarzinome mit 15% aller gynékologischen
Neoplasien nach Zervix- und Korpuskarzinomen unter den Neoplasien der weiblichen
Genitalorgane an dritter Stelle (Stegner 1994, Schmidt-Matthiesen et al. 2000), nach ihrer
Mortalitat betrachtet jedoch unveréndert an erster Stelle.

Als aussagekréftigster prognostischer Faktor gilt nach wie vor der postoperative
Residualtumor, der im gunstigsten Fall kleiner als 1 cm sein sollte (Hunter et al. 1992, Kuhn
et al. 1994, Kaufmann et Minckwitz 1995). Von ebenso entscheidender Bedeutung fiir die
Prognose des Ovarialkarzinoms sind zum einen die primdre Ausdehnung (Staging),
beschrieben durch die TNM- bzw. FIGO-Klassifikation (Tab.1.3.), zum Anderen der
histologische Typ sowie die maligne Potenz des Tumorgewebes, erkennbar an Parametern
wie Differenzierungsgrad (Grading), Ploidie und Proliferationsrate. Nach dem histologischen
Differenzierungsgrad erfolgt die Einteilung in gut differenzierte (G 1), maRig (G 1) und
undifferenzierte (G  Ill)  Ovarialkarzinome.  Neben der Bestimmung  des
Differenzierungsgrades kommen auch noch biochemische Messmethoden zur Anwendung:
Mittels DNA-Zytophotometrie l&sst sich der nukledre DNA-Gehalt messen, der Aufschlisse
uber den Ploidiegrad in Tumoren erlaubt (Friedlander et al. 1988, Brescia et al. 1990, Lage
et al. 1992, Saigo 1993, Trope et Kaern 1994, Kiihn et al. 2000). Aneuploidie findet sich in
Karzinomen sowie in Borderline-Tumoren mit schlechterer Prognose (Padberg et al. 1992,
Kaufmann et Minckwitz 1995, Diebold et al. 1996a). Zusétzlich lassen sich zellkinetische
Parameter erfassen, so die S-Phasen-Fraktion, die den Anteil DNA-synthetisierender Zellen
angibt und in G I-Tumoren niedriger ist als in G II- und G I1I-Tumoren (Kihn et al. 1989).
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Auch die immunhistochemische Bestimmung des proliferationsassoziierten Antigens Ki67
ermoglicht eine Beurteilung der proliferativen Aktivitat maligner Tumoren (Rohlke et al.
1997). Ein hoher Ki67-Score geht mit einer kiirzeren Uberlebenszeit einher, umgekehrt
finden sich bei niedrig exprimiertem Ki67-Antigen héhere Uberlebenszeiten (Isola et al.
1990).

In letzter Zeit scheint sich auch das p53-Tumor-Suppressorprotein als unabhéngiger
Prognoseparameter heraus zu kristallisieren. In der Zelle bewirkt p53 nach einem DNA-
Schaden einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase und ermdglicht dem zelluldren
Reparatursystem aktiv zu werden. Immunhistochemisch nachgewiesene maRige oder starke
p53-Uberexpression resultiert in der Regel aus Missense-Mutationen des p53-Gens und
korreliert insbesondere bei fortgeschrittenen Tumoren signifikant mit kirzeren rezidivfreien
Intervallen sowie Uberlebenszeiten (Berchuck et al. 1994, Henriksen et al. 1994, Kappes et
al. 1995, Rohlke et al. 1997).

Unter den Onkogenen findet das Her-2/neu-Onkogen beziglich der Entstehung von
Ovarialkarzinomen zunehmend Beachtung. Bei dem Onkogenprodukt von Her-2/neu handelt
es sich um einen Wachstumsfaktor-Rezeptor, der strukturell dem epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor dhnelt. Eine Uberexpression des Onkogens Her-2/neu geht mit
einer schlechteren Prognose einher (Slamon et al. 1989, Berchuck et al. 1990, Gallion et al.
1995, Meden et al. 1998). Uberexpression findet sich bei etwa 30% aller Ovarialkarzinome
(Kaufmann et Minckwitz 1995, Matias-Guiu et Prat 1998).

Als biochemische Parameter sind ferner der tumorassoziierte Urokinase-Typ Plasminogen-
Aktivator (UPA) und dessen Inhibitor PAI-1 zu nennen, die bedeutend fiir die Tumorinvasion
und Metastasierung sind. Hohe uPA- und PAI-1-Expression war assoziiert mit
Residualtumoren, deren VVolumina groRer als 1 cm waren (Konecny et al. 2001). In einer
Studie von Kuhn et al. (1994) wiesen Patientinnen mit niedriger uPA- und PAI-1-Expression
langere Uberlebenszeiten auf als Patientinnen mit hoher Expression. Inshesondere bei
Patientinnen ohne Residualtumor ging eine niedrige Expression beider Faktoren mit einer
langeren Uberlebenszeit einher (Kuhn et al. 1999). Erhéhte uPA-Expression war assoziiert
mit einem verkiirzten progressfreien Intervall und einer verkirzten Uberlebenszeit im
Allgemeinen (Konecny et al. 2001).

Prognostisch interessant scheint auch die Expression von Ostrogenrezeptoren zu sein. Einer
Studie wvon Isola et al. (1990) zufolge haben Patientinnen mit positivem
Ostrogenrezeptorstatus anscheinend eine giinstigere Prognose mit langeren Uberlebenszeiten
als bei negativem Ostrogenrezeptorstatus. Es besteht offensichtlich eine Beziehung zwischen
dem Ostrogenrezeptorstatus und der Tumordifferenzierung. Mdglicherweise geht die
Féhigkeit der Rezeptorexpression mit der Tumorprogression und Entdifferenzierung verloren,
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so dass ein positiver Ostrogenrezeptorstatus als Indikator fiir eine geringere
Tumoragressivitat angesehen werden kdnnte (Isola et al. 1990, Harding et al. 1990).

Des weiteren haben die Sensitivitat auf Zytostatika und eine Resistenzentwicklung gegen
selbige groRen Einfluss auf die Prognose. Nicht zuletzt sind auch das Lebensalter und der
Allgemeinzustand der Patientin prognostisch entscheidend (Kaufmann et Minckwitz 1995,
Schmidt-Matthiesen et al. 2000, Wagner et al. 2001).

Verglichen mit dem serdsen Zystadenokarzinom ist die Prognose des muzingsen Karzinoms
etwas glnstiger (Stegner 1994). Nach den Daten des "Annual Report™ von 1991 betrug die 5-
Jahres-Uberlebensrate der 1982-86 behandelten Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom im
Stadium la 82%, im Stadium Ib 75% und im Stadium Ic 68%. Stadium Ila wies eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 61% auf, die Stadien Ilb und lic jeweils 54%. Im Stadium IIl, das bei
Erstdiagnose in 44,7% vorliegt, betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate nur noch 23%, im
Stadium 1V gar 8%. Die Einflihrung der platinhaltigen Chemotherapien trug zur Zunahme der
2- und 5-Jahres-Uberlebensrate in den Stadien I11 und IV bei. Das progressionsfreie Intervall
betrug bei einer Cisplatin/Taxol-Kombination etwa 18 Monate, die mittlere
Gesamtuberlebenszeit lag bei 38 Monaten (Schmidt-Matthiesen et al. 2000). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate aller Ovarialkarzinome zusammen genommen betrug 1999 weltweit gesehen
48,4% (Schmidt-Matthiesen et al. 2000). Die 10-Jahres-Uberlebensrate aller Stadien
zusammen lag bei etwa 20% (Wagner et al. 2001).

Tab.1.3.: FIGO- und TNM-KIassifikation der Ovarialkarzinome (UICC 1997)

FIGO Ovar TNM
| Tumor begrenzt auf Ovarien T1
1A Ein Ovar, Kapsel intakt Tla
IB Beide Ovarien, Kapsel intakt Tib
IC Kapselruptur, Tumor an der Oberflache, maligne Zellen Tilc
im Aszites oder bei Peritonealspiilung
1 Ausbreitung im Becken T2
I1A | Uterus, Tube(n) T2a
I1B | Andere Beckengewebe T2b
I1IC | Maligne Zellen im Aszites oder bei Peritonealspiilung T2c
i Peritonealmetastasen jenseits des Beckens und/oder T3 und/oder N1
regiondre Lymphknotenmetastasen
I11A | Mikroskopische Peritonealmetastase(n) T3a
I11B | Makroskopische Peritonealmetastase(n) £ 2 cm T3b
I11C | Peritonealmetastase(n) > 2 cm und/oder regionére T3c und/
Lymphknotenmetastasen oder N1
v Fernmetastasen (ausschlieBlich Peritonealmetastasen) M1
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1.2.  pl6 - Bedeutung fur den Zellzyklus und die Tumorentstehung
1.2.1. Entdeckung und Klassifikation des INK4a-Gens

Erstmalig fand 1993 die Entdeckung eines neuen Tumor-Suppressorgens auf Chromosom
9p21 Erwéhnung. Die Forschungsgruppe um Xiong et al. (1993a) berichtete von einem 16
kDa Protein, das bei der Transformation von humanen diploiden Fibroblasten durch das
SV40-Virus (=Simian Virus) mit Zyklin-abhangigen Kinasen (CDKSs) assoziiert war. Schnell
stand fest, dass dieses p16™¢“* genannte Protein als ein CDK4-Inhibitor agierte. Da CDK4
den Zellzyklus im Sinne einer Progression reguliert, ist jeder Inhibitor als ein potentieller
Tumorsuppressor anzusehen (Okamoto et al. 1994, Nobori et al. 1994, Kamb et al. 1994).
Fast zeitgleich isolierten zwei weitere Forschungsgruppen durch Klonierung jene DNA, die
als das Melanom-Empfanglichkeitsgen und mutmalliches Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 9p21 identifiziert wurde und pl16 kodierte (Kamb et al. 1994, Nobori et al.
1994). Zu jener Zeit erhielt das pl6-Gen diverse Namen: MTS1 (Multiple Tumor
Suppressor), INK4a, CDK4l (CDKA4-Inhibitor), CDKN2. Zuletzt setzte sich immer haufiger
die Bezeichnung INK4a fiir das Gen und p16™** fiir das Genprodukt durch (Ruas et Peters
1998). Das p16™*“*-Protein gehort zu der CDK-Inhibitoren der INK4-Familie. Um die Rolle
der INK4-Proteine innerhalb der normalen zellphysiologischen Ablaufe verstandlich zu
machen, erfolgt im nachsten Kapitel kurz die Darstellung der Zellzyklus-Regulation gemaR
gegenwartiger Modelle.

1.2.2. Zellzyklus-Regulation

Der Zellzyklus unterliegt verschiedenen Mechanismen, die gewabhrleisten, dass sich DNA-
Synthese- und Mitose-Phasen in einem bestimmten Zeitrahmen und einer bestimmten
Reihenfolge alternierend wiederholen. Dabei muss sichergestellt sein, dass pro Zellzyklus
jeweils eine einzige Synthese-Phase vollstandig und korrekt durchlaufen wird, ehe die
Zellteilung in der Mitose-Phase stattfindet, da es andernfalls zur Weitergabe und
Akkumulation eines fehlerhaft replizierten Genoms mit nachfolgender Genominstabilitét
kommt (Clurman et Roberts 1995, Nurse 1999). Die sich teilende eukaryotische Zelle muss
hierbei zwei kritische Kontrollpunkte passieren, zum Einen den Ubergang von der G1- in die
S-Phase, wo die DNA-Synthese beginnt, zum Anderen den Ubergang von der G2- in die M-
Phase mit Beginn der Mitose (Kamb et al. 1994). Die Kontrolle dieser Ubergénge erfolgt u.a.
durch Proteinkomplexe, bestehend aus sogenannten Zyklinen und Zyklin-abh&ngigen
Kinasen (CDKs = Cyclin-dependent Kinases).
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1.2.3. Zyklin-abh&angige Kinasen (CDKSs) und Zykline: Positive Zellzyklus-Regulatoren

In allen bislang untersuchten eukaryotischen Zellen kontrollieren CDKs sowohl den Anfang
der S-Phase als auch den Eintritt in die M-Phase (Nurse 1990). Die enzymatisch aktiven
Komplexe bestehen aus einer regulatorischen Untereinheit - einem Zyklin - und einer
katalytischen Untereinheit - einer CDK (Li et al. 1994, Clurman et Roberts 1995, Cordon-
Cardo 1995). In Komplex-Form regulieren sie die Passage der Kontrollpunkte durch
Zellzyklusphasen-abhéngige Phosphorylierung von Schliisselfaktoren, die wiederum den
Ubergang von der G1- in die S-Phase sowie von der G2- in die M-Phase einleiten (Clurman
et Roberts 1995). Ein solches Schlisselprotein ist das Retinoblastom-Protein (pRb), das durch
das Retinoblastom-Gen (RB-1-Gen) - den Prototyp der Tumorsuppressorgene - kodiert wird
(Cordon-Cardo 1995). pRb (bt durch Komplexbildung mit Transkriptionsfaktoren einen
negativ regulatorischen Effekt auf die Expression verschiedener S-Phase-Gene aus. Die
Phosphorylierung des pRb erfolgt Zellzyklusphasen-abhéngig durch Zyklin-CDK-Komplexe
und resultiert in einer Freisetzung dieser Transkriptionsfaktoren, die in ihrer ungebundenen
Form die Transkription zellularer Gene stimulieren kénnen (Li et al. 1994, Cordon-Cardo
1995, Birrer 1997). Die hypophosphorylierte Form ist die funktional aktive Form von pRb
und findet sich in ruhenden Zellen (GO) sowie in der frihen G1-Phase (Cordon-Cardo 1995,
Grana et Reddy 1995). Mit Fortschreiten der G1-Phase wird pRb zunehmend durch Zyklin D-
CDK4/CDK6-Komplexe phosphoryliert, wie aus Abb.1.1. ersichtlich wird (Weinberg 1995,
Sellers et Kaelin 1996). Dieser phosphorylierte Zustand wird durch Zyklin E-CDK2 nahe am
Restriktionspunkt sowie durch Zyklin A-CDK2 in der S-Phase aufrechterhalten und in der
G2-Phase durch Zyklin B-cdc2 fortgesetzt (Cordon-Cardo 1995). Erst wéhrend der M-Phase
liegt pRb wieder hypophosphoryliert vor (Weinberg 1995, Grafia et Reddy 1995).

In hypophosphorylierter Form kann pRb Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie durch
Komplexbildung inaktivieren, da nur ungebundene E2F-Proteine die Transkription von S-
Phase-Genen stimulieren konnen. E2F-Proteine binden an Promotorregionen diverser
zellularer Gene, die an der Kontrolle des Zellwachstums beteiligt sind (Johnson et al. 1993,
Cordon-Cardo 1995, Birrer 1997). Anscheinend kann der am Promoter gebildete pRb-E2F-
Komplex als ein Repressor-Komplex aktiv die Transkription hemmen und auf diesem Weg
den G1/S-Block herbeifiihren (Weinberg 1995, Sellers et Kaelin 1996, Zhang et al. 1999).
p16™“*hemmt als CDK4/6-Inhibitor die pRb-Phosphorylierung und tragt dadurch wesentlich
zur Regulation der pRb-Aktivitat bei (Serrano et al. 1993, Lukas et al. 1995).

Es wurden diverse CDK-Molekule identifiziert (cdc2=CDK 1, CDK 2-7), die an der
Zellzyklus-Regulierung teilhaben (s. Abb.1.1.; Kamb et al. 1994, Cordon-Cardo 1995). Sie
werden durch die Zykline als positive Regulatoren in ihrer Funktion kontrolliert. Neben der
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Zyklin-CDK-Interaktion erfolgt zur Regulation der CDK-Aktivitat Gber Phosphorylierung
von CDK-Untereinheiten an Threoninresten mit Hilfe von CAKs (=CDK activating kinase,
Weinberg 1995) eine Aktivierung, durch Phosphorylierung an Tyrosinresten dagegen eine
Inhibition der CDK (Hall et al. 1995, Ruas et Peters 1998). CDKs werden aber vor allem
durch sog. CDK-Inhibitoren (=CKI), zu denen auch p16™** gehért, in ihrer Funktion
gehemmt. Die CKIs und ihre Bedeutung bei der Zellzyklus-Regulation werden in einem
eigenen Kapitel (1.2.4.) ausfihrlich behandelt.

Abb.1.1.: Schematische Darstellung der Zyklin-CDK-Komplexe zum Zeitpunkt ihrer
Zellzyklusphasen-abhangigen Aktivierung und der pRb-Phosphorylierung (modifiziert nach

Grafa et Reddy 1995).
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R=Restriktionspunkt; P+=Phosphorylierung; P-=Dephosphorylierung;
E2F=Transkriptionsfaktoren; TGF-b=transforming growth factor b;
DNA-% =DNA-Schaden; cdc2=CDK1

Zykline werden in 5 Hauptgruppen unterteilt (A-E). Sie werden in bestimmten
Zellzyklusphasen maximal exprimiert, dementsprechend lassen sich Zellzyklusphasen-
abhéangig bestimmte Zyklin-CDK-Kombinationen nachweisen (s. Abb.1.1.). So gelten Zyklin
E-CDK2- und Zyklin A-CDK2-Komplexe als die Hauptregulatoren fir den Eintritt und das
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Fortschreiten der S-Phase, wihrend Zyklin B-CDK1-Komplexe den Ubergang von der G2- in
die Mitosephase kontrollieren (Grafia et Reddy 1995, Hall et al. 1995, Cordon-Cardo 1995,
Ruas et Peters 1998). Die D-Zykline D1-3 und ihre Reaktionspartner CDK4 und CDKG6
fordern den Fortgang der G1-Phase und kontrollieren gemeinsam mit Zyklin E-CDK2 den
G1/S-Ubergang (Li et al. 1994, Weinberg 1995, Cordon-Cardo 1995, Hara et al. 1996).

Bis zum Erreichen des sog. Restriktionspunktes in der spaten G1-Phase sind vermutlich alle
eukaryotischen Zellen beziiglich der Entscheidung Proliferation oder Differenzierung durch
extrazellulare Signale beeinflussbar (Pardee 1989, Weinberg 1995). Nach Passage des
Restriktionspunktes wird die S-Phase auch ohne Vorhandensein von Wachstumsfaktoren
durchlaufen (Pardee 1989, Sellers et Kaelin 1996, Ruas et Peters 1998). Eine mdgliche
Erklarung fur die Passage des Restriktionspunktes ware, dass Zyklin D-assoziierte CDKs
mitogenabhangig die pRb-Phosphorylierung im Verlauf der G1-Phase durchfiihren und
Zyklin E- und A-assoziierte CDKs mitogenunabhdngig diesen Zustand in der spaten G1-
Phase vervollstandigen bzw. aufrechterhalten (Ruas et Peters 1998, Zhang et al. 1999).

1.2.4. CDK-Inhibitoren: Negative Zellzyklus-Regulatoren

Neben den positiven existieren auch negative CDK-Regulatoren, die durch Steuerung der
Kontrollpunkte bedeutend fiir die Zellentwicklung und -differenzierung sowie flr die
Zellalterung und Tumorsuppression zu sein scheinen. Basierend auf vergleichende
Sequenzanalysen werden zwei Familien von CDK-Inhibitoren (=CKIs) unterschieden, die
sich bezuglich der CDK-Inhibition auch in Mechanismus und Spezifitat unterscheiden: Die
CIP/KIP-Familie und die INK4-Proteine (Serrano et al. 1993, Cordon-Cardo 1995, Elledge
et al. 1996, McConnell et al. 1999).

Charakterisierung der CIP/KIP-Proteine: Funktion und Regulation

In diese Gruppe von CKils fallen die Proteine p21°™, p27¢™ und p57*2. Sie hemmen
multiple G1-Phasen-CDKs, insbesondere CDK2/CDK3 sowie CDK4/CDK®6. Sie werden
daher als ,,Breitbandinhibitoren” multipler Zyklin-CDK-Komplexe angesehen (Hall et al.
1995, s. Tab. 1.4.). Im Gegensatz zu den INK4-CKIs, welche Zyklin-unabhangig direkt mit
CDKA4/6-Untereinheiten assoziieren, blockieren die CIP/KIP-CKIs fast ausschlie}lich durch
Bindung an die Zyklin-Untereinheit die CDK-Phosphorylierung durch CDK-aktivierende
Kinasen (CAKSs) (Clurman et Roberts 1995, Hall et al. 1995). p21°** und p27*** kénnen im
Unterschied zu den INK4-Proteinen den S-Phasen-Eintritt pRb-unabhangig blockieren (Xiong
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et al. 1993b). Ihre Expression wird durch mitogene und antimitogene Signale reguliert
(Clurman et Roberts 1995).

p21°** akkumuliert zunehmend in terminal differenzierten Zellen sowie in alternden Zellen
und scheint insbesondere in der Friihphase des Alterungsprozesses fir die Inaktivierung von
Zyklin E/D-assoziierten Kinasen verantwortlich zu sein (Grafia et Reddy 1995, Hall et al.
1995, Elledge et al. 1996, Stein et al. 1999). Nach DNA-Schadigung, z.B. infolge &-
Bestrahlung, wird p53 exprimiert und induziert eine vermehrte Expression von p21°*™,
welches Gber Zyklin-CDK-Inhibition eine Hypophosphorylierung von pRb bewirkt. Der
DNA-Reparaturmechanismus hat wéhrend des pRb-vermittelten G1-Arrests Gelegenheit, die
genomische Integritat wiederherzustellen (EI-Deiry et al. 1993, Dulic et al. 1994, Weinberg
1995, Zariwala et Xiong 1996).

p27°"™ inhibiert unter dem Einfluss sog. externer Signale wie TGF-b oder Zell-zu-Zell-
Kontakt Zyklin E/A-CDK2- sowie Zyklin D-CDK4-Komplexe und ist dadurch am G1-Arrest
beteiligt (Clurman et Roberts 1995, Cordon-Cardo 1995, McConnell et al. 1999). p27<™ ist
in ruhenden Zellen nachweisbar und verringert sich unter Zellstimulation durch
Wachstumsfaktoren (Grafia et Reddy 1995).

Mutationen von p21°™, p27<"* und p57<** sind ein seltenes Ereignis in humanen
Malignomen (Kawamata et al. 1995, Shiohara et al. 1994).

Charakterisierung der INK4-Proteine: Funktion und Regulation

Diese CDK-Inhibitoren-Gruppe umfasst die Proteine p16™< p15™<“ p18™K4 ynd p19™K4,
die bezliglich ihrer Sequenz eng miteinander verwandt sind. p16™<“* und p15™*** weisen eine
82 %ige Sequenziibereinstimmung auf (Cordon-Cardo 1995).

Im Gegensatz zu den CIP/KIP-Proteinen binden alle vier INK4-Proteine kompetitiv zu den
D-Cyclinen ausschlie3lich und direkt an CDK4- und CDKG6-Untereinheiten (Serrano et al.
1993, Clurman et Roberts 1995, Zariwala et Xiong 1996, McConnell et al. 1999). Es handelt
sich demnach um spezifische Inhibitoren der Cyclin D-abh&ngigen Kinasen mit der Fahigkeit,
einen G1-Arrest zu induzieren, indem sie die Phosphorylierung von pRb durch Inhibition von
CDKa4/6 verhindern (Kamb et al. 1994, Hall et al. 1995, Grafa et Reddy 1995). Umgekehrt
ist diese Féhigkeit der INK4-Proteine zur G1-Arrest-Induktion abh&ngig von der Existenz
von funktionalem pRb (Serrano et al. 1993, Koh et al. 1995, Bartkova et al. 1996). Im
folgenden Abschnitt werden die p16"™“*-verwandten Proteine kurz vorgestellt (s.Tab.1.4.).

pl8™K4 und pl9™<“ werden zwar in vielen Gewebetypen exprimiert, allerdings in sehr
variierendem Ausmal, was auf eine gewebespezifische Expression schliefen lasst. Bislang
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wurde eine hohe Expression beider Proteine in sich entwickelndem Nervengewebe und in
Zellen des myelopoetischen Systems nachgewiesen (Adachi et al. 1997, Schwaller et al.
1997, Zindy et al. 1997). Aufgrund der fehlenden Expression in Ovarialgewebe waren beide
Proteine fur die vorliegende Arbeit nicht von Bedeutung. Zudem fanden sich in den p18™*
und p19™k“ kodierenden Genen keine gehauften Mutationen in humanen Tumoren oder
Tumorzelllinien (Zariwala et Xiong 1996).

p15™K4 jnaktiviert nach Stimulation durch TGF-b in der frilhen G1-Phase CDK4 und 6 und
fihrt somit zu einem TGF-b-induzierten G1-Arrest (Hannon et Beach 1994, Cordon Cardo
1995, Xiong 1996). Die kodierenden Gene fiir p15™** und p16™“** sind tandemartig 30 kb
voneinander entfernt auf Chromosom 9p21 lokalisiert und sind in Zelllinien hdaufig
gemeinsam deletiert (Kamb et al. 1994, Ellegde et al. 1996, Ruas et Peters 1998).

Tabl.4.: In Mammalia-Zellen vorkommende CDK-Inhibitoren sowie ihre Funktion und
Regulation (modifiziert nach Xiong 1996)

Inhibitor Ziel-CDK Funktion und Regulation
INK4-Familie:
p15™Ne CDK4, CDK6 Vermittelt TGF-b-induzierten G1-Arrest

In humanen Malignomen mutiert

p16'NKe CDK4, CDK6 Tumorwachstumssuppressor
In Zellen mit Rb-Funktionsverlust aktiviert
Akkumuliert in alternden und differenzierten Zellen
In humanen Malignomen mutiert

p1g'NKie CDK4, CDK®6 Blockiert CAK-Zugang zu CDK
Gewebespezifische Expression

p19'NK4d CDK4, CDK®6 Gewebespezifische Expression

CIP/KIP-Familie:

p21< Multiple Cyclin-CDKs Hemmt PCNA-abhingige DNA-Replikation

Blockiert CAK-Zugang zu CDK

Durch p53 nach DNA-Schadigung aktiviert

Durch Vitamin-D3-Rezeptor aktiviert

Akkumuliert in alternden und differenzierten Zellen

p27IP Multiple Cyclin-CDKs Blockiert CAK-Zugang zu CDK
Akkumuliert in Kontakt-inhibierten Zellen
Downregulation durch IL-2

p57+IP2 Multiple Cyclin-CDKs Gewebespezifische Expression

PCNA=Proliferating cell nuclear antigen; TGF-b =Transforming growth factor b
CAK=CDK activating kinase; IL-2=Interleukin 2
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Die Funktion und Regulation von p16™*** sowie dessen Rolle bei der Zellalterung wird im
folgenden Kapitel ausfihrlich dargestellt.

1.2.5. Das Tumorsuppressorgen INK4a und seine Produkte
Organisation von INK4a sowie Aufbau von p16™*

Serrano et al. gelang 1993 mittels Klonierung die Isolierung einer humanen pl6-
komplementdren DNA, welche ein Protein aus 148 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 15,845 Dalton kodierte. Dieses Protein wird von 4 Ankyrin-
Wiederholungen gebildet.

INK4a enthélt die gesamte kodierende Sequenz von pl16™*“* sowie 2 Introns, welche die
kodierende Sequenz von p16™“* in drei Exons einteilt (Abb. 1.2.; Kamb et al. 1994): eine 5"-
Region von 126 bp (Exon 1), eine mittlere Region von 307 bp (Exon 2) und eine 3"-Region
von 11 bp (Exon 3).

INK4a-Produkte: p16™ < und p14~%F/p192**

An dem INK4a-Genlokus werden von zwei verschiedenen Promotoren ausgehend zwel
Transkripte (&, &) und dadurch zwei verschiedene Proteine produziert: p16™<* und pl14"%
beim Menschen bzw. p19*% bei der Maus. ARF steht fiir ,alternative reading frame®, an
welchem das alternative &-Transkript entsteht. Diese F&ahigkeit der dualen Nutzung von
kodierenden Sequenzen scheint in hoher organisierten Organismen bislang einzigartig zu sein
(Quelle et al. 1995, Liggett et al. 1996).

Das alternative Exon E14 wird von einem Promoter P-a transkribiert, welcher etwa 20 kb
vom Promoter P-4 des Exon E1a zentromerwarts liegt (Stone et al. 1995, Serrano et al. 1996,
Larsen 1996, Gazzeri et al. 1998). Verglichen mit der p16-mRNA entsteht nach dem Splicing
eine minimal kirzere alternative mRNA mit identischen Exons 2 und 3, jedoch mit
unterschiedlichem Exon 1 (E14, E14) (Abb. 1.2.; Quelle et al. 1995, Serrano et al. 1996,
Elledge et al. 1996, Ruas et Peters 1998). Das humane Protein hat eine Lange von 132 AS
(Larsen 1996) und ein Molekulargewicht von 13902 Dalton, weswegen es p14”*" genannt
wird. Bei der Maus entsteht ein 169 AS langes Protein mit einem Molekulargewicht von
19349 Dalton, als p19*% bezeichnet. Es existiert keine Sequenz-Ahnlichkeit zwischen E14
und E14 (Quelle et al. 1995, Larsen 1996, Pomerantz et al. 1998, Ruas et Peters 1998).
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Abb.1.2.: INK4a-Genlokus und Transkripte (modif. nach Ruas et Peters 1998)

Elp 20 kb Ela Exon 2 Exon3

//

pl™* I 143 AS
pl4ARF | [ | 132A8

kb=Kilobasen; AS=Aminosauren

Das alternative &-Transkript wird in vielen Zelltypen dhnlich oder noch starker als das a-
Transkript exprimiert (Merlo et al. 1995, Larsen 1996). Die Wirkung von p14*%* beruht nicht
auf direkter Hemmung von CDKSs und ist nicht abhangig vom funktionalen pRb-Status der
Zelle, sondern vom p53-Status (Quelle et al. 1995, Stone et al. 1995, Serrano et al. 1996,
Liggett et al. 1996, Pomerantz et al. 1998). p14*f" hemmt das Onkogen MDM2, welches die
p53-Aktivitat inhibiert, und fahrt auf diese Weise zur Stabilisierung und Akkumulation von
p53. Dadurch lieRe sich der p14***-induzierte G1/G2-Arrest erklaren (Pomerantz et al. 1998,
Zhang et al. 1998, Ruas et Peters 1998).

Anders als bei p16™<“ ist das p14”*F kodierende Exon E1a weder in Tumor-Zelllinien noch in
Primadrtumoren geh&uft von Tumor-spezifischen Mutationen betroffen. Daher ist zu vermuten,
dass die Inaktivierung von p16™“* das kritische Ziel der in menschlichen Tumoren gehauft
gefundenen Alterationen des INK4a-Lokus darstellt (Mao et al. 1995, Stone et al. 1995,
Brenner et al. 1996, Liggett et al. 1996, Fitzgerald et al. 1996).

Funktion von p16 bei der Zellalterung und Zelldifferenzierung

Der Prototyp der INK4-Familie ist p16™**, ein Tumorsuppressorprotein, dessen Aberrationen
in einem breiten Tumorspektrum nachweisbar waren. Durch Induktion eines G1-Arrests
kdnnte p16™*** an Mechanismen der Zelldifferenzierung und Zellalterung teilhaben (Ruas et
Peters 1998, McConnell et al. 1999). Unterstutzt wird diese These durch die Beobachtung,
dass p16™***in humanen Fibroblasten mit zunehmender Zahl an Populationsverdoppelungen
akkumuliert und beim Erreichen ihres Lebensendes in der Zellkultur signifikant ansteigt (Li et
al. 1994, Hara et al. 1996, Alcorta et al. 1996, Stein et al. 1999, McConnell et al. 1999).
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Ferner ruft eine ektope p16™<“*-Expression bei diesen Zellen phanotypische Charakteristika
der Zellalterung hervor (McConnell et al. 1999). Der Mechanismus der pl6™<-
Akkumulation in alternden Fibroblasten ist bislang unklar. Eine mdgliche Erklarung waére,
dass die p16™*“-mRNA mit zunehmender Zahl an Zellpassagen akkumuliert. p16™**-mRNA
ist extrem stabil und verandert sich bezlglich ihrer Menge kaum wahrend des Zellzyklus. Sie
akkumuliert allerdings stark in Zellen mit defekter pRb-Funktion, z.B. in SV40-
transformierten Fibroblasten, ebenso in humanen Fibroblasten mit zunehmender Alterung (Li
et al. 1994, Hara et al. 1996, Alcorta et al. 1996).

Funktion und Regulation der p16-Expression

Durch direkte Assoziation mit CDK4/6-Untereinheiten verhindert p16™<** als kompetitiver
Inhibitor eine aktivierende Komplexbildung mit einem D-Zyklin. p16™*“kann im Gegensatz
zu p27<* mit Zyklin-CDK-Komplexen keine héhergeordneten Komplexe bilden und auf
diesem Weg deren Inaktivierung bewirken (Ruas et Peters 1998, McConnell et al. 1999).
Diverse Untersuchungen an Zelllinien und primdren Tumoren bestatigten die Existenz einer
umgekehrten Korrelation zwischen der pRb- und p16™*“*-Expression (Serrano et al. 1993,
Xiong et al. 1993a, Tam et al. 1994, Otterson et al. 1994, Geradts et al. 1995, Whitaker et al.
1995, Shapiro et al. 1995, Kinoshita et al. 1996). Hypophosphoryliertes aktives pRb kann im
Sinne einer negativen Feedback-Schleife den Promoter des INK4a-Gens und damit die
pl6™“e-Expression hemmen (Li et al. 1994, Weinberg 1995, Hara et al. 1996). CDKs
inaktivieren pRb durch Phosphorylierung, wodurch die pRb-vermittelte Repression des
INK4a-Gens wegféllt. Die gesteigerte INK4a-Transkription bewirkt eine CDK 4/6-
Inaktivierung. Dadurch liegt pRb wieder vermehrt in hypophosphorylierter aktiver Form vor.
Dieser Feedback-Mechanismus gewahrleistet, dass Zyklin D-CDK-Aktivitaten durch p16™
gehemmt werden, sobald die pRb-Inaktivierung durch Phosphorylierung erfolgt ist (Grafa et
Reddy 1995).

pl6™<4 scheint weder von p53 reguliert zu werden wie p21°™, noch durch andere externe
Membransignale wie TGF-b oder Zell-zu-Zell-Kontakt beeinflusst zu werden (Cordon-Cardo
1995).
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1.2.6. pl6-Inaktivierung in humanen Malignomen

Der Prototyp der INK4-Familie ist p16™<* ein Tumorsuppressorprotein, welches in einer
Vielzahl menschlicher Tumoren sowie Tumor-Zelllinien infolge homozygoter Deletion,
somatischer Mutation und Promoter-Methylierung des INK4a-Gens fehlt bzw. inaktiviert
vorliegt (Kamb et al. 1994, Nobori et al. 1994, Herman et al. 1995, Liu et al. 1995, Elledge et
al. 1996, Ruas et Peters 1998). Ebenso scheinen Keimbahn-Mutationen im p16™<“*-Gen mit
dem Auftreten des familidren Melanoms assoziiert zu sein (Hussussian et al. 1994, Gruis et
al. 1995b, Fitzgerald et al. 1996).

Zahlreiche Studien mit Nachweis von pl6™<“-Verdnderungen in Primartumoren
verdeutlichen zwei Aspekte: Zum Einen sind genetische Aberrationen von pl16™¢“* in
auserwahlten Tumoren h&ufig vorhanden, zum Anderen finden sich in pRb-positiven
Tumoren viel hdufiger Funktionsverluste als genetische Aberrationen von p16™<*,

Homozygote Deletionen als Hauptmechanismus des pl6™<“*-Verlustes finden sich
insbesondere in priméren Glioblastomen, GllI-Astrozytomen, akuten lymphoblastischen
Leukdamien von Kindern und Erwachsenen (T-ALL), in Pankreaskarzinomen sowie in
priméren squamoésen Hals- und Kopf-Karzinomen (Caldas et al. 1994, Jen et al. 1994,
Moulton et al. 1995, Cairns et al. 1995, Reed et al. 1996, Liggett et al. 1996, Herman et al.
1997, Barker et al. 1997).

Heterozygote Deletionen eines Wildtyp-Allels mit gleichzeitigen inaktivierenden somatischen
Mutationen im verbleibenden Allel sind geh&uft nachweisbar in Pankreaskarzinomen und
Osophaguskarzinomen (Caldas et al. 1994, Zhou et al. 1994, Mori et al. 1994).

Methylierungsanalysen verschiedener Arbeitsgruppen ergaben, dass die Methylierung des
INK4a-Lokus ein hdufiges Ereignis in Mamma- und Colonkarzinomen ist, ebenso in GllI-
Non-Hodgkin-Lymphomen, Pankreaskarzinomen, Harnblasenkarzinomen, nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, Osophaguskarzinomen sowie in priméaren squamésen Hals- und Kopf-
Karzinomen (Gonzales-Zulueta et al. 1995, Mao et al. 1995, Herman et al. 1995, Serrano et
al.1996, Reed et al. 1996, Kinoshita et al. 1996, Herman et al. 1997, Wong et al. 1997a,
Schutte et al. 1997, Martinez-Delgado et al. 1997).

Da p16-Methylierungen ausschlieRlich in p16-Wildtyp-Karzinomen entdeckt wurden, scheint
es sich bei der Hypermethylierung um einen spezifischen Mechanismus der Gen-
Inaktivierung alternativ zur somatischen Mutation und homozygoten Deletion zu handeln
(Schutte et al. 1997).
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1.3.  Ziele der Untersuchungen

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Mutations- und Expressionsanalyse des pl6-
Tumorsuppressorgens in epithelialen Ovarialkarzinomen im Vergleich zu Normalgewebe.
Die hierzu angewandten molekularbiologischen Techniken (immunhistochemische
Verfahren, PCR, SSCP, direkte Sequenzierung, methylierungsspezifische PCR) dienten der
Untersuchung folgender Fragestellungen:

1. Inwelcher Haufigkeit sind p16-Alterationen in epithelialen Ovarialkarzinomen
nachweisbar?

2. Existiert ein Hauptmechanismus zur Inaktivierung der p16-Funktion (Mutation, Deletion,
Methylierung) in Ovarialkarzinomen?

3. Existieren in den verschiedenen histologischen Subtypen unterschiedliche bevorzugte
Mechanismen der p16-Inaktivierung?

4. Ist eine Reduktion der pl6-Expression immunhistochemisch in Assoziation zum
histologischen Subtyp nachweisbar? Besteht ferner eine Korrelation zu anderen
molekularbiologisch detektierten p16-Aberrationen?

5. Welche Beziehung besteht zwischen dem Auftreten von pl6-Alterationen und dem
Differenzierungsgrad bzw. klinischen Stadium der Tumoren?

6. Wie haufig kommen ARF-Mutationen in epithelialen Ovarialkarzinomen vor? Treten sie
in Abh&ngigkeit vom histologischen Subtyp gehduft auf?

Zum Zeitpunkt der Untersuchung existierten nur vereinzelte Arbeiten zu epithelialen
Ovarialkarzinomen, die detailliert die Verteilung der unterschiedlichen pl16-Alterationen auf
die histologischen Subtypen analysierten. Die Beantwortung der obigen Fragen zielte daher
darauf ab, Hinweise auf die diagnostische und prognostische Relevanz einer pl6-
Expressions- und Mutationsanalyse bei Ovarialkarzinomen zu gewinnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material
2.1.1. Untersuchungsmaterial

Es wurden 75 Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete primdre epitheliale
Ovarialkarzinome sowie 9 weitere histologisch unauffallige Ovarien untersucht, die in der
Abteilung fir Histopathologie der Universitatsfrauenklinik Hamburg, Eppendorf archiviert
wurden. Hierbei handelte es sich um Operationsmaterial von Patientinnen, die zwischen 1984
und 1993 in der Frauenklinik des Universitatskrankenhauses Eppendorf in Hamburg
behandelt worden waren.

Nach dem klinischen Staging sowie anhand des histologischen Befundes wurden 4 Tumoren
als Stadium | (5%), 9 Falle als Stadium 11 (12%), 28 Falle als Stadium 111 (37%) und 32 als
Stadium 1V (43%) gemal} der FIGO-KIassifikation eingestuft. In zwei Fallen (Nr. E6 und E7)
konnte aufgrund der fehlenden Klinischen und histologischen Daten keine Aussage zum
Stadium gemacht werden.

Beziglich der histologischen Subtypen erfolgte eine Verteilung der 75 Tumoren auf 55 serds-
papillare Karzinome (73%), 8 endometrioide (11%), 6 muzintse (8%) und 6 anaplastisch-
undifferenzierte (8%) Karzinome.

Eine Einteilung nach Tumordifferenzierung (Grading) fand anhand des histologischen
Befundes in G | (low grade) bis G Il (high grade) statt, wie aus Tab.2.1. ersichtlich. In 9
Féllen (12%) handelte es sich um G I-Tumoren; 25 Falle (33%) erwiesen sich als G 1I-
Tumoren. In 41 Fallen lagen G I11-Tumoren vor (55%).

Die meisten dieser Primartumoren sind bereits untersucht worden bezlglich p53-, Ki67- und
pRb-Expression (Kappes et al. 1995, Réhlke et al. 1997).
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Nr. | Fall | Diagnose Alter | Grad. |FIGO | Ki67 | Rb | p53 | p53
IHC | IHC | IHC | Mut.
epitheliale Ovarial-
karzinome (n=75)

1 serds-papillares Adenokarzinom 42 | Gl 2c 1 3 0 -
2 serds-papillares Adenokarzinom 78 | Gl 3 3 0 3 w
3 serds-papillares Adenokarzinom 48 | G 1l la 3 2 0 -
4 12 | serds-papillares Adenokarzinom 43 Gl 3 2 3 0 -
5 14 | serds-papillares Adenokarzinom 65 | Gl 4 2 2 3 m
6 19 | serds-papillares Adenokarzinom 68 Gl 4 2 1 2 -
7 22 | seros-papillares Adenokarzinom 5 | G 3 2 2 0 m
8 23 | seros-papillares Adenokarzinom 64 Gl 2 1 0 0 -
9 25 | seros-papillares Adenokarzinom 62 | Gl 4 3 3 2 w
10 | 29 | serOs-papillares Adenokarzinom 68 | Gl 4 0 2 3 -
11 | 32 | serOs-papillares Adenokarzinom 55 Gl 4 - 0 1 m
12 | 36 |serOs-papillares Adenokarzinom 72 Gl 4 1 2 2 m
13 | 45 | serOs-papillares Adenokarzinom 78 | Gl 3c 2 2 - -
14 | 47 | serOs-papillares Adenokarzinom 53 Gl 4 2 0 1 -
15 | 50 |serds-papillares Adenokarzinom 49 | G 4 3 1 3 m
16 | 52 |serOs-papillares Adenokarzinom 4 | Gl 4 1 1 3 m
17 | 53 | serOs-papillares Adenokarzinom 50 | Gl 2 2 0 0 w
18 | 54 | serds-papillares Adenokarzinom 48 | G 1l 4 1 1 1 w
19 | 56 |serds-papillares Adenokarzinom 47 | G 1 3 2 1 0 -
20 | 58 |serds-papillares Adenokarzinom 70 Gl 3 1 3 1 -
21 | 59 |ser0s-papillares Adenokarzinom 49 | G 3a 1 1 2 m
22 | 60 |seros-papillares Adenokarzinom 74 | Gl 2c 1 0 0 -
23 | 62 |ser0s-papillares Adenokarzinom 80 | Gl 2 1 1 w
24 | 63 | serOs-papillares Adenokarzinom 67 | Gl 4 2 2 3 -
25 | 65 | seros-papillares Adenokarzinom 69 Gl 1 3 1 w
26 | 66 |serds-papillares Adenokarzinom 53 | Gl 4 3 3 3 m
27 | 67 |ser0s-papillares Adenokarzinom 70 Gl 2c 2 3 3 m
28 | 68 | serds-papillares Adenokarzinom 61 Gl 4 1 3 0 -
29 | 69 |seros-papillares Adenokarzinom 59 | Gl 4

30 | 71 |ser0s-papillares Adenokarzinom 42 Gl 3 - 3 1 w
31 | 74 |ser0s-papillares Adenokarzinom 65 | Gl 3 2 0 1 w
32 | 75 | serOs-papillares Adenokarzinom 61 G Il 4 3 2 1 -
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Nr. | Fall | Diagnose Alter | Grad. |FIGO | Ki67 | Rb | p53 | p53
IHC | IHC | IHC | Mut
33 | 76 |seros-papillares Adenokarzinom 52 | Gl 3 2 3 2 m
34 | 78 |ser0s-papillares Adenokarzinom 59 | Gl 3c 1 1 0 | wm
35 | 79 |ser0s-papillares Adenokarzinom 81 Gl 3 1 3 2 -
36 | 81 |serds-papillares Adenokarzinom 86 | Gl 4 2 3 0 -
37 | 82 |serds-papillares Adenokarzinom 51 | Gl 4 3 3 3 m
38 | 83 | serds-papillares Adenokarzinom 73 | Gl 3 2 3 2 m
39 | 84 |ser0s-papillares Adenokarzinom 66 | Gl 3 3 3 0 m
40 | 87 | serts-papillares Adenokarzinom 53 | Gl 4 2 2 3 m
41 | 88 | serts-papillares Adenokarzinom 71 Gl 4 1 1 0 -
42 | 89 | serts-papillares Adenokarzinom 53 | Gl 4 3 2 0 w
43 | 90 | serts-papillares Adenokarzinom 51 Gl 1 1 1 0 w
44 | 92 | serts-papillares Adenokarzinom 24 Gl 2 1 3 0 w
45 | 93 | serts-papillares Adenokarzinom 70 Gl 2 2 13 1 w
46 | 94 | serts-papillares Adenokarzinom 63 | Gl 3 2 1 2 -
47 | 96 | serts-papillares Adenokarzinom 49 Gl 2 1 1 2 m
48 | 98 | serts-papillares Adenokarzinom 47 Gl 2 1 1 1 -
49 | 99 | serts-papillares Adenokarzinom 52 | Gl 3 1 0 2 w
50 | 100 | serds-papillares Adenokarzinom 44 Gl 2 1 1 1 m
51 | 106 | serds-papillares Adenokarzinom 50 | Gl 3 2 0 3 m
52 | 110 | ser0s-papillares Adenokarzinom 74 | Gl 2 1 2 3 m
53 | 111 | ser0s-papillares Adenokarzinom 48 | G 1l 4 2 2 0 m
54 | 112 | ser0s-papillares Adenokarzinom 49 | G 4
55 | E7 |ser0s-papillares Adenokarzinom 73 Gl - - 3 0 w
56 | 13 | endometrioides Karzinom 69 Gl la 1 3 1 w
57 | 20 | endometrioides Karzinom 42 Gl 4 2 3 0 -
58 | 26 |endometrioides Karzinom 47 Gl 3 1 1 1 -
59 | 31 | endometrioides Karzinom 77 Gl la 1 0 0 w
60 | 85 | endometrioides Karzinom 61 Gl 3 2 3 0 -
61 | 86 |endometrioides Karzinom 67 | Gl 4 3 1 1 w
62 | 108 | endometrioides Karzinom 45 Gl 4 2 3 2 w
63 | E1 | endometrioides Karzinom 43 | Gl 2 - 3 0 w
64 | 21 | muzindses Karzinom 62 Gl 4 2 3 0 m
65 | 33 | muzindses Karzinom 50 Gl 1 1 0 -
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Nr. | Fall | Diagnose Alter | Grad. |FIGO | Ki67 | Rb | p53 | p53
IHC | IHC | IHC | Mut.
66 | 35 | muzindses Karzinom 53 Gl 3 1 1 0 m
67 | 91 | muzindses Karzinom 56 Gl 4 1 0 0 -
68 | 103 | muzindses Karzinom 70 Gl 3 1 2 0 -
69 | E6 | muzindses Karzinom 36 Gl - - 3 0 w
70 6 | anaplastisches Karzinom 56 | Gl 3 3 1 1 m
71 | 38 | anaplastisches Karzinom 71 | Gl 4 2 1 1 -
72 | 39 | anaplastisches Karzinom 71 | Gl 3 2 3 3 m
73 | 64 | anaplastisches Karzinom 60 | Gl 4 3 3 3 m
74 | E3 | anaplastisches Karzinom 4 | Gl 3 - 1 0 w
75 | 27 |undifferenziertes Karzinom 55 | Gl 2b 3 3 3 -
nichtneoplastische Ovarien (n=9)

76 9 | altersentsprechendes Ovar 48

77 | 23 | altersentsprechendes Ovar 64

78 | 26 | altersentsprechendes Ovar 47

79 | 38 | altersentsprechendes Ovar 71

80 | 45 | altersentsprechendes Ovar 78

81 | 59 | altersentsprechendes Ovar 49

82 | 60 | altersentsprechendes Ovar 74

83 | 103 | altersentsprechendes Ovar 70

84 | 112 | altersentsprechendes Ovar 49

Grad.=Grading; IHC=Immunhistochemie; Mut.=Mutation
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2.1.2. Verwendete Chemikalien und Enzyme

Allgemein

Ethanol 70%, 80%, 96%, 100%; Formaldehyd;
Glyzerin 40%, 87%; Natriumacetat; Natriumcarbonat;
Natriumchlorid; Natriumhydroxid; Silbernitrat; DMSO
Trishydroxymethylaminomethan

EDTA; MOPS (Morpholino-Propansulfonséure);

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau; Xylene Cyanol
Immunhistochemie

ABC-Kit Vectastain®

Bovines Serum-Albumin

Peroxydase Substrate Kit DAB
Monoklonaler Maus-anti-Human-p16 1gG1,
G175-405 (Katalog-Nr: 13251 A)
Methanol; H,O, 30% Perhydrol®

Xylol Xylene

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ampliwax

Mineralol
Desoxyribonukleosid-triphosphate: dNTPs
Primer fir &-Globin und p16
Tag-Polymerase

Proteinase K

Agarose-Gelelektrophorese

Agarose NuSieve
Ethidiumbromid
DNA-Molekulargewichtsmarker V

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
PharMingen, Hamburg

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze

Perkin Elmer, Weiterstadt
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
MWG-BIOTECH, Ebersberg
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Single Strand Conformation Polymorphism-Analyse (SSCP)
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APS 4% (Ammoniumpersulfat)
MDE™ gel solution, 2x konzentriert
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Essigsaure 100%; Formamid 95%
Natriumborohydrid

Methylierungsspezifische PCR (MSP)

Hydrochinon

Natriumbisulfit

pl6-Primer (UF, UR, MF, MR)
Tag-Polymerase

30

Bio-Rad, Munchen

Biozym, Hess. Oldendorf
Serva, Heidelberg

Riedel-de H&en, Seelze
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MWG-BIOTECH, Ebersberg
Boehringer, Mannheim

2.1.3. Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Centricon 100 Einweg-Mikrokonzentrator
SafeLock™ R&hrchen 0,5 mlund 1,5 ml
Kolbenhubpipetten

Mikrotom

Rotary Mixer

Wide Mini Sub™ Electrophoresis Cell
DNA Sub Cell™ Electrophoresis System
UV-Transilluminator

Polaroid MP-4 Land Camera

Polaroid 665 Instant Pack Film
Refrigerated Centrifuge, Sorvall® RT 6000
SSCP-Elektrophorese-Kammer
SSCP-Trégerfolie (Gel Support-Film)
Thermocycler Autogene II

Amicon, Witten

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf-Gerétebau, Hamburg
Jung AG, Heidelberg

Labinco B.V., Deutschland
Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Munchen

Spectroline, Deutschland

Polaroid Corporation, Offenbach
Polaroid Corporation, Offenbach
DuPont de Nemours, Bad Homburg
Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Grant Instruments Ltd, Cambridge
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2.2. Methoden

Nach aktueller Erkenntnis kann eine pl6-Inaktivierung durch folgende Mechanismen
stattfinden:

- homozygote Deletion

- somatische Mutation

- Methylierung der CpG-reichen Promoterregion

Um die Expression des Genprodukts, des pl6-Proteins, in Tumorzellen im Vergleich zu
Nicht-Tumorzellen beurteilen zu kdénnen, wurden alle Falle einer immunhistochemischen
Untersuchung unterzogen.

Zur Deletionsanalyse im pl6-Gen wurde bei allen Féllen nach einer getrennten DNA-
Extraktion mittels Mikrodissektion aus Tumorgewebe und Nicht-Tumorgewebe eine
Amplifikation von drei p16-Fragmenten aus Exon 1 und 2 (2a und 2b) im Vergleich zu b-
Globin (Positivkontrolle fir vorhandene DNA) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefiihrt. Da Exon 1 und 2 zusammen 97% der kodierenden Sequenz ausmachen (Kamb
et al. 1994, Gruis et al. 1995a), wurde auf die Untersuchung von Exon 3 verzichtet. Mittels
Agarose-Gelelektrophorese liel3en sich vorhandene Deletionen darstellen.

Die Proben ohne Nachweis einer Deletion wurden anschlieBend bei ausreichender
Konzentration zur Detektion von Mutationen einer Single Strand Conformation
Polymorphism-Analyse (SSCP) unterzogen. Fand sich in einer Probe eine Mutation, erfolgte
die Sequenzierung des betroffenen Exons zur Bestimmung des Mutationstyps und der
Lokalisation.

Immunhistochemisch pl6-negative Falle sowie einige pl6-positive Félle wurden mit Hilfe
einer methylierungsspezifischen PCR (MSP) auf ihren Methylierungsstatus in der
Promoterregion des Exon 1 untersucht.
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2.2.1. Immunhistochemie

Materialien:

Xylol
Alkohol 100%
Alkohol 96%
Alkohol 80%
Methanol
H,0, 30%
10x PBS (Phosphatpuffer): 14,3 g Dikaliumhydrogenphosphat
2,5 g Kaliumhydrogenphosphat
85 g Natriumchlorid
Aqua dest. ad 1 |
1x PBS: 10x PBS 1:10 verdunnt
Primar-Antikorper 0,5 mg/ml: Monoklonaler Maus-anti-p16 1gG1 G175-405
1% BSA (bovines Serumalbumin) in PBS
ABC-Kit "Vectastain®": Normalserum (Pferd)
Sekundéar-Antikorper:Biotinylierter  Kaninchen-
Anti-Maus-1gG
A = Avidin
B = Biotin-Peroxidase-Komplex
DAB-Substrat-Kit: Puffer pH=7,5
DAB (Diaminobenzidin)
H,0,
Eukitt

Mit Hilfe der p16-Immunhistochemie wurde in allen 75 Tumoren an Paraffingewebeschnitten
die Akkumulation des pl16-Proteins in Zellkernen untersucht. Zum Vergleich wurden auch
Schnitte von neun tumorfreien Ovarien auf ihre p16-Expression untersucht. Zur Uberpriifung
der Spezifitdt der Markierung wurden Negativkontrollen mitgefuhrt, bei denen statt des
Primar-Antikorpers 1%iges BSA aufgetragen wurde. Als Positivkontrolle wurde
Tumorgewebe mit positiver p16-Expression aus VVorversuchen verwendet.
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Prinzip: 1. Anti-pl16-Antikorper (Maus) =  Priméar-Antikorper,
bindet an vorhandenes p16

2. biotinylierter Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper = Sekundar- Antikorper,
bindet an den Primér-AK bei Vorliegen von p16

3. Detektionssystem:
Bei Vorliegen von p16 und erfolgter Bindung des Primér- und Sekundar-AK
entsteht der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
+ DAB

® Farbreaktion bei vorhandenem p16-Protein

Die 5 pm dunnen Paraffinschnitte mussten mit Xylol entparaffiniert und durch Spulen in ab-
steigender Alkoholreihe (100%, 96%) rehydriert werden. Hiernach erfolgte die Methanol-
blockade, die stets frisch anzusetzen war:

200 ml Methanol

5ml H,0, 30%

Die Schnitte wurden 30 Minuten in der Methanolblockade belassen. Sie diente zur Hemmung
der endogenen Peroxidase, da andernfalls durch unspezifische Reaktionen ein stérender
Hintergrund entstanden waére. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal kurz mit
Leitungswasser und zweimal mit Aqua dest. gespult. Als ndchstes folgte eine Spilung in 1x
PBS (3x3 Min.). Die Schnitte wurden in eine feuchte Kammer gelegt und 20 Minuten mit
Normalserum (vom Pferd) inkubiert, das 1:50 in 1x PBS verdinnt werden musste. Pro Schnitt
wurden 100 pl Normalserum (1:50) benétigt. Es diente zum Abséttigen unspezifischer
Bindungsstellen. Nach abgelaufener Zeit wurde der Serumiberschuss abgetropft und der
monoklonale Primar-Antikorper aufgetragen. Hierzu musste der Antikdrper zuvor 1:100 in
1% BSA verdinnt werden. Pro Schnitt wurden 100 pl Primdr-Antikérper verwendet. Die
Schnitte wurden tber Nacht bei 4 °C in der feuchten Kammer belassen.

Am zweiten Tag erfolgte erneut eine Spilung in PBS fur 3x3 Minuten und daraufhin eine
30minutige Inkubation mit dem Sekundar-Antikoérper. Dieser wurde 1:200 in PBS verdunnt.
Waéhrend dieser Inkubation wurde die Ldsung fiir den Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
angesetzt. Hierzu wurden 98 Teile PBS mit 1 Teil A und 1 Teil B aus dem ABC-Kit gemischt
und 30 Minuten bei Raumtemperatur zur Komplexbildung inkubiert.

Nach abgelaufener Zeit wurde der Sekundar-Antikorper 3x3 Minuten in PBS gespult. Der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex wurde aufgetragen (100 pl pro Schnitt) und fiur eine
Stunde bei Raumtemperatur auf den Schnitten belassen. Nach erneuter Spilung in PBS (3x3
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Minuten) wurde die Farbreaktion gestartet mit Hilfe einer aus dem DAB-Substrat-Kit ange-
setzten L6sung, bestehend aus:

5 ml Aqua dest.

2 Tropfen Puffer 7,5

4 Tropfen DAB

2 Tropfen H,0,

Die Schnitte wurden mit je 200 pl Gberschichtet und 15 Minuten unter Lichteinwirkung inku-
biert. Nach Abtropfen der DAB-LGsung wurden die Schnitte in PBS gestellt und 2-3x mit
Leitungswasser gespult. Zuletzt wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (80%,
96%, 100%) dehydriert, in Xylol gespult und mit Eukitt eingedeckelt.

In pl6-negativen Tumoren wiesen stets mehrere nicht-neoplastische Zellen ((Granulozyten,
Lymphozyten, Fibrozyten, ovarielles Oberflachenepithel) positive Zellkernmarkierungen auf,
die als positive interne Kontrolle dienten.

Es wurde nur die Intensitat der Zellkernmarkierung im Tumor semiquantitativ ausgewertet:

Negativ: 0 Keine Zellkernmarkierung im Tumor

Positiv: + schwache oder fokale Markierung
++ mittelgradige Immunoreaktivitat
+++  starke Markierung

2.2.2. Mikrodissektion:
Materialgewinnung und —vorbehandlung fir die PCR-SSCP-Durchfihrung

Die Methode der Mikrodissektion ermdglichte die getrennte Untersuchung von Tumorzellen
und Nicht-Tumorzellen, indem Tumorzellverbdnde unter Vermeidung einer Kontamination
mit nicht malignen (Stroma-)Zellen aus einem Paraffinschnitt unter dem Lichtmikroskop
gewonnen wurden (Zhuang et al. 1995).

Zunachst wurden fir die Mikrodissektion zwei 5 pm dinne Gewebeschnitte pro
Paraffinblock mit einem Mikrotom angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Nach
Entparaffinieren der Schnitte mit Xylol und Spilen mit Ethanol in absteigender
Konzentration (100%-96%-80%) wurde ein Schnitt mit Hdmatoxylin-Eosin (H.E.-Farbung)
angefarbt und eingedeckelt. Da Hamatoxylin mit der PCR interferierte, wurde der zweite
Schnitt nur kurz mit Eosin angeféarbt und nicht eingedeckelt. Eosin storte den Ablauf der PCR
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nicht. Der H.E.-Schnitt diente als Kontrolle, an dem unter dem Mikroskop eine geeignete,
moglichst nur Tumorzellen enthaltende Stelle ausgesucht wurde.

An dem Eosin-Schnitt wurde diese Stelle aufgesucht und mit einer modifizierten Pasteur-
Pipette, deren Spitze in der Bunsenbrennerflamme mit einem Glasstab fein ausgezogen
wurde, unter mikroskopischer Kontrolle ausgekratzt, wodurch eine L&sion von ca. 1 mm
Durchmesser im Schnitt entstand. Die hierbei gewonnenen Zellen wurden direkt in ein
Reaktionsgefa mit 10-30 pl Proteinase-Puffer Uberfihrt und tber Nacht ins Wasserbad bei
37 °C gestellt.

Zusammensetzung des Proteinase-Puffers:

Substanzen: Stammldsung: Endkonz.: auf 1 ml:
Tris-HCI pH 8,0 1M 0,1M 100 pl
EDTA 05M 1 mM 2 ul
Tween 20 10% 1% 100 pl
Proteinase K 10 mg/ml 0,1 mg/ml 10 pl
steriles Aqua dest. 788 pl

Vor PCR-Amplifikation musste die Proteinase K durch 10-minditiges Erhitzen auf 98 °C im
Thermocycler denaturiert werden.
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2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode, mit der DNA-Fragmente spezifisch amplifiziert werden kdnnen
mittels spezifischer Primer und einer thermostabilen Tag-Polymerase. Sie wurde gemaR den
Anweisungen von Rolfs et al. (1992) durchgefiihrt.

Materialien:

10x Puffer J:

DMSO:

pl6-forward-Primer:

pl6-reverse-Primer:

dNTPs: (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP)

Tag-Polymerase:

10x Puffer N:

b-Globin-Primer PC04:
b-Globin-Primer GH20:
steriles Aqua dest.
Positivkontrolle C2:
Ampli-Wax, Wachskugeln
Mineralol

Konzentration der Stammlsung:

600 mM Tris-HCI pH=9,5
150 mM (NH,)SO,

20 mM MgCl,

100%

20 uM

20 uM

1,25 mM

5 units/pl

600 mM Tris-HCI pH =10,0
150 mM (NH,)SO,

20 mM MqgCl,

20 uM

20 uM

0,01 ng/ul , extrahierte DNA aus Normalgewebe (Portio)

Fur die Amplifikation von p16 Exon 1 wurden bereits beschriebene Primer eingesetzt (Caldas
et al. 1994). Die Amplifikation von pl6 Exon 2 erfolgte in zwei sich uberlappenden
Fragmenten 2a und 2b. Die hierzu verwendeten Primer wurden von Hussussian et al. 1994
(Primer 305F, 346R und X2.62F) sowie von Caldas et al. 1994 (reverse-Primer fiir Exon 2b)
ubernommen und sind in Tab. 2.2. dargestellt.
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Tab. 2.2.: Primersequenzen und FragmentgroRen der p16-Fragmente

pl6 Richtung PCR-Primersequenz Fragment-
Exon grofle in bp
1 forward |5'- AAG AAA GAG GAG GGG CTG - 3 339
reverse 5'-GCG CTACCT GATTCC AATTC -3
2a forward |5 -AGCTTCCTTTCCGTCATGC-3 269
reverse 5'- CCAGGT CCACGG GCAGA-3
2b forward |5 -TGG ACG TGC GCGATGC-3 199
reverse 5'-TCTGAGCTTTGGAAGCTCTC-3

bp = Basenpaar

VVom b-Globin-Gen wurde ein Fragment amplifiziert mit den bereits beschriebenen Primern
PCO04 und GH20 (Bauer et al. 1992), wie in Tab.2.3. dargestellt.

Tab. 2.3.: Primersequenzen und Fragmentgrof3en der b-Globin-Fragmente

b-Globin | Richtung PCR-Primersequenz Fragment-

Primer grofle in bp
PC04 forward 5-CAACTT CAT CCACGTTCACC-3 268
GH20 reverse 5 - GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC-3 268

bp = Basenpaar

Aufgrund der geringen Zellzahl, die durch Mikrodissektion gewonnen wurde, stand zur
Amplifikation mittels PCR nur eine geringe DNA-Menge zur Verfigung. Daher musste die
PCR im Vorfeld stark optimiert werden.

Fir jede Versuchsreihe wurde fir alle Proben ein gemeinsamer "Master-Mix" hergestellt, der
fur den sog. "Hot start” (s.u.) bei der PCR von pl16-Fragmenten in eine Unterphase und eine
Oberphase geteilt wurde.
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ul/Ansatz: Substanz: Konz. Stammlfsung: Endkonz.:

5,0 Puffer J 10x 1x
2,5 DMSO 100% 5%
2,5 forward-Primer 20 uM 1uM
2,5 reverse-Primer 20 uM 1uM

35 Steriles Aqua dest.

16,0

Oberphase:

4 dNTPs 1,25 mM 100 uM
0,4 Tag-Polymerase 5 units/pl 1 unit/Ans.

20,6 Steriles Aqua dest.

25,0

Fiur die PCR von p16 Exon 1, 2a und 2b wurde ein "Hot start" durchgefiihrt. Hierbei wurde
eine Unterphase aus 16 pl Master-Mix, der die Primer enthielt, mit 9 pl Probe (insgesamt 25
pl) sowie einer steril entnommenen Kugel Ampli-Wax in einem 500 pul Reaktionsgefal bei
80 °C flr 5 Minuten im Thermocycler inkubiert. Nach Abkuhlung auf 20 °C wurde auf das
feste Wachs die Oberphase (25 pl) pipettiert, die die dNTPs und die Tag-Polymerase enthielt.
Der Hot start erhoht die Spezifitat, da die Reaktion (Kettenverldngerung) erst bei hdheren
Temperaturen ablaufen kann, wenn das Wachs geschmolzen ist und die Primer aus der
Unterphase mit der Tag-Polymerase aus der Oberphase in Kontakt kommen. Eine
unspezifische Bindung der Primer und somit eine Amplifikation unspezifischer DNA-
Fragmente wird dadurch verhindert.

16 pl Mastermix
+ 9 ul Probe
+ Ampli-Wax, im Thermocycler schmelzen:
® 5 Minuten bei 80 °C, dann 2 Minuten bei 20 °C
- Oberphase: 25ul ® auf das abgekiihlte feste Wachs geben

Hot start: - Unterphase: 25 ul ®

AnschlieBend wurde nach einer einmaligen Denaturierung fur 3 Minuten bei 95 °C die PCR
gestartet, wobei durch "Touchdown™ die Annealing-Temperatur von 65 °C (4 Zyklen) tber
60 °C (4 Zyklen) auf 55 °C (34 Zyklen) gesenkt wurde (s. Tab. 2.4.). Die héhere Annealing-
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Temperatur zu Beginn erhoht ebenfall die Spezifitat, allerdings zu Lasten der Sensitivitat. Die
Reduktion der Annealing-Temperatur im weiteren Verlauf verbessert die Sensitivitat.

Nach Abschluss des letzten Zyklus verweilten die Proben 6 Minuten bei 72 °C, um die
Kettenverldngerung zu vervollstdndigen. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C im
Kihlschrank.

Tab.:2.4.: PCR-Reaktionsbedingungen fur p16 Exon 1, 2a und 2b

Denaturierung Annealing Extension Anzahl der

Temp./Dauer Touchdown Temp./Dauer Zyklen
Temp./Dauer

95 °C/ 1 min. 65 °C/ 1 min. 72°C/ 1 min. 4

95 °C/ 1 min. 60 °C/ 1 min. 72°C/ 1 min. 4

95 °C/ 1 min. 55 °C/ 1 min. 72°C /1 min. 34

Temp. = Temperatur; min. = Minuten

Zur Kontrolle, dass DNA in der Probe vorhanden war, wurde aus derselben Probe ein
Fragment des b-Globin-Gens amplifiziert, das in allen DNA-haltigen Zellen vorkommt. Zum
Nachweis von homozygoten Deletionen wurden in Nicht-Tumorzellen ebenfalls p16 und b-
Globin untersucht.

PCR-Versuchsansatz fur a-Globin:

Fir jede Versuchsreihe wurde fur alle Proben ein gemeinsamer "Master-Mix™ hergestellt.
Zusammensetzung:

ul/Ansatz: Substanz: Konz. Stammlfsung: Endkonz.:
5 Puffer N 10x 1x
4 dNTPs 1,25 mM 100 uM
2,5 Primer PC04 20 uM 1uM
2,5 Primer GH20 20 uM 1uM
0,2 Tag-Polymerase 5 units/pl 1 unit/Ansatz
30,8 Steriles Aqua dest.

45,0
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45 pl Master-Mix und 5 pl Probe wurden in ein Reaktionsgefal? pipettiert. Als Verdunstungs-
schutz wurden zwei Tropfen Mineraldl aufgetropft. Im Thermocycler erfolgte zunéchst ein
Denaturierungsschritt fir 5 Minuten bei 94 °C. Anschlielend folgten 40 Reaktionszyklen
(s.Tab.2.5.), nach deren Ablauf die Proben bei 72 °C fir 7 Minuten verweilten, um die
Extension zu vervollstandigen. Die Proben wurden bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Tab.2.5.: PCR-Reaktionsbedingungen fiir &-Globin:

Temp./Dauer:

Denaturierung: 94 °C/30 sek.
Annealing: 55 °C/30 sek.
Extension: 72 °C/30 sek.

Anzahl der Zyklen: 40

Zur Beurteilung des Amplifikationsablaufs wurden pro Versuchsreihe sowohl bei pl16 als
auch bei &-Globin zwei Kontrollen mitgefthrt:

1. Negativkontrolle:

Zur Uberprifung einer Kontamination des Master-Mix mit DNA, die nicht aus der Probe
stammte, wurden bei pl6 9 pl und bei b-Globin 5 pl Aqua dest. (steril) statt der
entsprechenden Probenmengen eingesetzt.

2. Wildtyp-Positivkontrolle:
Um den Erfolg der Amplifikation zu tberprifen, wurde extrahierte DNA aus Normalgewebe
(Portio) in einer Konzentration von 0,01 ng/pl fir p16 und b-Globin verwendet.

Bei der Deletionsanalyse wurde in deletionsverdachtigen Fallen die pl16-PCR wiederholt
unter Mitfuihrung einer Deletionskontrolle. Es handelte sich hierbei um DNA der Mamma-
Karzinom-Zelllinie MDA-MB 231 mit nachgewiesener pl6-Deletion (Kamb et al. 1994,
Herman et al. 1995).
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2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese

Materialien:
Agarose: 3%
50x Tris-Acetat-Puffer: 2 M Trishydroxymethylaminomethan
0,1 MEDTA
® pH=7,8 mit Eisessig eingestellt
Agua dest.
Ethidiumbromid-Stamml6sung: 10 mg/ml
Lastpuffer: 43% Glyzerin
1 mM EDTA
4 mg/ml Bromphenolblau
4 mg/ml Xylene Cyanol
Molekulargewichtsmarker V: 0,25 pg/ul

Zur Abschétzung der Fragmentlange der PCR-Amplifikate sowie zum Nachweis einer homo-
zygoten Deletion wurden die PCR-Produkte in einem 3%igen Agarosegel aufgetrennt. 3 g
Agarose wurden in 98 ml Aqua dest. und 2 ml 50x Tris-Acetat-Puffer gut gemischt und in der
Mikrowelle bis zur Homogenitat aufgekocht. Nach kurzer Abkiihlung wurden unter Rihren
5 ul Ethidiumbromid-L6sung in das 100 ml Gel pipettiert. AnschlieRend wurde das Gel zum
Erstarren luftblasenfrei auf den Geltrager gegossen.

VVon jedem PCR-Amplifikat wurden 15 pl mit 1,5 pl Lastpuffer gemischt, um eine Diffusion
der Proben aus den Geltaschen zu verhindern sowie die zuriickgelegte Laufstrecke erkennbar
zu machen. Zur Abschatzung der Fragmentlange wurde auf jedem Gel der
Molekulargewichtsmarker V fir kleine Fragmente (bis 587 Basenpaare) mitgefuhrt, von dem
hierzu 5 pl mit 0,5 pl Lastpuffer vermengt wurden. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte in einem Laufpuffer (1x Tris-Acetat-Puffer) bei 100 V fir ca. 30 Minuten. Nach dem
Lauf wurden die Banden der DNA-Fragmente auf einem UV-Transilluminator sichtbar
gemacht und zur Dokumentation fotografiert.
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2.2.5. DNA-Fallung

Materialien:

Konzentration der Stammlésung:

Na-Acetat 3M, pH=52

Ethanol 100%, -20°C

Ethanol 70%, -20°C

Aqua dest. (steril)

50x SSCP-ME-Puffer: 1 M MOPS (Morpholino-Propansulfonsaure)
250 mM EDTA pH=8

1x SSCP-ME-Puffer 50x SSCP-ME-Puffer, 1:50 verdiinnt

Um deutlichere Banden im SSCP-MDE-Gel zu erzielen, wurde die DNA-Menge konzentriert,
indem sie aus ca. 30 pl geféllt und anschlieBend in einem geringeren VVolumen (6 pl) wieder
gelost wurde. Dadurch wurde die DNA um das Flnffache konzentriert.

Zu 30 pl PCR-Produkt wurden 30 pl steriles Aqua dest., 6 pl Na-Acetat sowie 200 pl
Ethanol (100%, -20 °C) pipettiert und gut gemischt. AnschlieBend wurden die Proben tber
Nacht bei -20 °C gelagert. Nun wurden die Proben unter Kihlung (4 °C) 30 Minuten mit
13000 UPM zentrifugiert. Der Uberstand iiber dem sichtbaren DNA-Sediment wurde dann
vorsichtig abpipettiert, ohne das Sediment aufzuwihlen. Es wurden 200 ul Ethanol (70%,
-20°C) zugegeben und erneut 30 Minuten bei 4 °C mit 13000 UPM zentrifugiert. Zuletzt
wurde der Uberstand erneut abpipettiert und das Sediment bei offenem Reaktionsgefa im
Trockenschrank (37 °C) ca. 30 min. getrocknet.

Zur weiteren Verwendung wurde die gefallte DNA in 6 pl 1x SSCP-ME-Puffer gelost.
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2.2.6. SSCP-Analyse (Single strand conformation polymorphism analysis)

Materialien:

Polyacrylamid-Gel:

Denaturierungslosung:

Laufpuffer:

Silbernitratfarbung:

2x MDE - Gellésung
10x TBE (Trisboratpuffer): 108 g Tris Base
55 g Borséure
40 ml 0,5 M EDTA pH 8
Aquadest. ad 1 |
pH 8,43
4% APS (Ammoniumpersulfat) : 0,4 g APS in 10 ml Aqua dest.
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
40% Glycerin
Agua dest.

95% Formamid

20 mM EDTA

0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylene-Cyanol

0,6x TBE: 60 ml 10x TBE + 940 ml Aqua dest.

Puffer A: 200 ml Ethanol 100%
Puffer B: 1 g Silbernitrat auf 1 | Aqua dest.
10 ml Essigsaure 100%
Agqua dest. ad 2 |
Puffer C: 4,5 g Natriumhydroxid auf 300 ml Aqua dest.
0,03 g Natriumborohydrid
1,2 ml Formaldehyd
Puffer D: 15 g Natriumcarbonat auf 2 | Aqua dest.

Mit der SSCP-Analyse wird Einzelstrang-DNA auf Punktmutationen untersucht. Die SSCP-
Analyse macht sich das Prinzip zunutze, dass DNA-Einzelstrdnge gleicher Lange mit unter-
schiedlichen Sequenzen unterschiedliches Laufverhalten wéhrend der Elektrophorese in
nicht-denaturierenden Acrylamid- oder MDE-Gelen aufweisen. Unter nicht-denaturierenden
Bedingungen bildet Einzelstrang-DNA eine Faltstruktur aus, die durch die intramolekularen
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Interaktionen determiniert wird und somit durch die Sequenz. Mutationen verdndern die
DNA-Sequenz und koénnen dadurch zu einer verénderten Faltstruktur fuhren, was wiederum
ein verandertes Laufverhalten im MDE-Gel bewirkt (Rolfs et al. 1992).

Als erster Schritt erfolgte die Amplifikation des interessanten DNA-Segments mittels PCR
und anschlielend der Vergleich der Mobilitdt der Einzelstrdange im MDE-Gel. Hierzu
mussten die PCR-Produkte denaturiert werden, um DNA-Einzelstrange zu erhalten. Die
Zusammensetzung des MDE-Gels beeinflusste entscheidend die Vergleichbarkeit des
Laufverhaltens, so dass ihre Optimierung vorteilhaft war. Zum Nachweis der
Einzelstrangbanden wurde eine Silbernitratfarbung durchgefuhrt. Da schon einzelne
Punktmutationen in der DNA-Sequenz zu einem verdnderten Laufverhalten im MDE-Gel
fuhren konnen, ist diese Methode gut geeignet zur Detektion von Mutationen in einem DNA-
Segment. So sollen mittels SSCP 75-95% aller Mutationen identifiziert werden konnen
(Ravnik-Glavac et al. 1994, Hussussian et al. 1994). In der Regel wird fir die SSCP in
Abhdangigkeit von der amplifizierten SegmentgroRe eine Sensitivitdt von 70% angegeben
(Sheffield et al. 1993, Campbell et al. 1995).

Herstellung des Polyacrylamid-MDE-Gels:

Zum Aufbau der Gelkammer wurde auf eine Glasplatte eine Tragerfolie (Gel Support-Film,
Quiagen) so gelegt, dass ihre hydrophobe Seite der Glasplatte, ihre hydrophile Seite dagegen
dem herzustellenden Gel zugewandt war. Auf der Folie wurde der Teflon-Spacer positioniert,
der das Gel an drei Seiten begrenzte. Eine silikonisierte Glasplatte wurde mit ihren Teflon-
Taschenformern nach innen und zum unteren Spacer-Rand hin aufgelegt und mit Klemmen
fixiert. Die Gelkammer wurde mit der offenen Seite nach oben senkrecht aufgestelit.

Das MDE-Gel besaR je nach Exon eine andere Zusammensetzung (Tab.5). Der entscheidende
Unterschied lag in der Verwendung von Glycerin beim MDE-Gel fur Exon 1, was eine
genauere Auftrennung der Banden bewirkte. Dagegen lieBen sich bei beiden Fragmenten des
Exon 2 (2a, 2b) bessere Ergebnisse mit Gelen ohne Glycerin erzielen.

Bei allen drei Fragmenten wurden fur das 40 ml-Gel mit Ausnahme von APS und TEMED
alle Gbrigen in der Tab.2.6. genannten Substanzen in der angegebenen Menge in ein Gefal
pipettiert und bis zur Homogenitat gertihrt. Nach Zugabe von 400 pl APS sowie 16 pl
TEMED startete die Polymerisationsreaktion. Das Gel musste sodann ziigig mit einer 50 ml-
Pipette luftblasenfrei in die Gelkammer pipettiert werden und mindestens eine Stunde
polymerisieren.
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Tab.2.6.: Zusammensetzung der MDE-Gele

Substanz Konz. Endkonz. im Exon 1 Exon 2a Exon 2b
Stammlsg. Gel
MDE 2 X 0,5 x 10 ml 10 ml 10 ml
TBE 10 x 0,6 x 2,4 ml 2,4 ml 2,4 ml
Glycerin 40% 5% 5 ml
Aqua dest. 22,6 ml 27,6 ml 27,6 ml
(ad 40 ml)
APS 4% 0,04% 400 ul 400 pl 400 ul
TEMED 100% 0,04% 16 ul 16 ul 16 ul

Probenvorbehandlung:

Um die doppelstrangigen PCR-Produkte in Einzelstrdnge aufzutrennen, mussten die Proben
mit einer Denaturierungslosung behandelt werden. Das darin enthaltene Formamid senkt die
Schmelztemperatur der DNA-Doppelstrange. Es wurden 3 pl PCR-Produkt (in 1x SSCP-ME-
Puffer gelost) mit 3 pl Denaturierungslosung fiir zehn Minuten bei 90 °C im Wasserbad
inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Proben im Eiswasserbad abgeschreckt und bis zum
Auftragen auf das MDE-Gel darin aufbewahrt. Dies gewahrleistete, dass sich moglichst
wenig DNA-Doppelstrange neu bildeten.

Verwendete Kontrollen:

Als Kontrollen wurden die in der PCR amplifizierte Wildtyp-Positivkontrolle sowie die
Mutationskontrolle CaPan-2 mit einer bekannten Mutation in Exon 1 auf dem MDE-Gel
mitgefiihrt. Bei CaPan-2 handelt es sich um die Zelllinie eines humanen Pankreaskarzinoms
mit einer 6-Basenpaar-Insertion (Thr+Ala) in Exon 1 Codon 11/12 (Caldas et al. 1994).

Praelektrophorese und Elektrophorese:

Die Puffertanks der horizontalen SSCP-Elektrophoresekammer wurden mit jeweils einem
Liter des Laufpuffers 0,6x TBE gefullt. Nach vorsichtiger Herausnahme des auf der
Tragerfolie haftenden MDE-Gels aus der Gelkammer und Reinigung der Folienrander wurde
das Gel auf der temperierbaren Platte waagerecht mit den Geltaschen zur Kathode plaziert.
Das Gel wurde zum Schutz vor Austrocknung mit einer Folie bedeckt, die die Geltaschen
freilieB. Die mit Laufpuffer getrankten Elektrodentticher stellten die Verbindung zwischen
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Gel und Puffer her, ohne die Taschen zu bedecken. Die ganze Anordnung wurde mit einer
Glasplatte beschwert.

Zunéchst erfolgte die Praelektrophorese fur 30 Minuten bei 20 °C und 6 W. Sie sollte sicher-
stellen, dass sich méglichst keine den Probenlauf stérenden Verunreinigungen in dem Gel be-
fanden.

Im Anschluss an die Praelektrophorese wurden nach Entfernung der Glasplatte die bis dahin
im Eiswasserbad gelagerten Proben in die 6 pl fassenden Geltaschen pipettiert. Die Wildtyp-
und Mutations-Positivkontrollen wurden in der Gelmitte plaziert. Sodann wurde die
Elektrophorese unter den fur jedes Exon optimierten Laufbedingungen (s.Tab.2.7.) gestartet.

Tab.2.7.: Elektrophorese-Laufbedingungen

Exon Leistung Temperatur Zeit
1 25W 20 °C 18 h
2a 6 W 20 °C 35h
2b 6 W 20 °C 55h

Silbernitratfarbung:

Zur Darstellung der DNA-Banden wurde das MDE-Gel nach Ablauf der Elektrophorese einer
Silbernitratfarbung unterzogen. Dazu wurde das bestandig leicht geschuttelte Gel zweimal fur
jeweils drei Minuten gleichmal3ig mit Puffer A Uberschichtet, dann nach AbgielRen von Puffer
A fir 15 Minuten in Puffer B belassen und mit sterilem Aqua dest. abgespult. Es folgte eine
20minutige Inkubation im frisch anzusetzenden Puffer C und zuletzt eine 10mindtige Inkuba-
tion in Puffer D. Nach kurzem Abspiilen mit sterilem Aqua dest. wurde das Gel zwecks Kon-
servierung in Plastikfolie eingeschweift.

Die einzelnen DNA-Banden kamen in dem Gel dunkelbraun gefarbt zur Darstellung.

In Féllen, in denen das Bandenmuster abwich vom Bandenmuster der Wildtyp-Kontrolle,
wurden PCR und SSCP-Analyse erneut durchgefihrt, diesmal aber unter Mitflihrung von
Proben aus Nicht-Tumorgewebe. Diese dienten als Kontrolle, ob es sich bei den in der SSCP
nachgewiesenen Abweichungen im Tumorgewebe um Keimbahnmutationen oder um Poly-
morphismen oder tatsdachlich um neu aufgetretene, in Nicht-Tumorgewebe nicht
nachweisbare Mutationen handelte.
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2.2.7. DNA-Sequenzanalyse

In den Féllen, in denen nach wiederholter PCR und SSCP-Analyse Abweichungen von der
Wildtyp-Kontrolle im Bandenmuster bestanden, wurde eine DNA-Sequenzanalyse durchge-
fuhrt. Hierzu wurden die abweichenden Banden mit sterilen Skalpellklingen aus dem MDE-
Gel ausgeschnitten und Gber Nacht in 0,1 ml Aqua dest. eluiert. Fur die Reamplifizierung
mittels PCR wurden dieselben Primer verwendet wie in Tab.2.2. beschrieben. Die
amplifizierten Fragmente wurden mittels Centricon-100-Filtern gemal? Vorschrift von
uberschiissigen Pufferbestandteilen und Primern gereinigt.

Die gereinigten Sequenzierungsprodukte wurden zur automatischen Sequenzanalyse in das
Institut fur Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des Universitatskrankenhauses
Eppendorf (Hamburg) gegeben, wo Dr. Friedrich Buck die Detektion der Sequenz vornahm.
Es wurden 3 bis 7 pl zur nicht-radioaktiven Sequenzierung mittels eines Kits (Dye terminator
cycle sequencing kit, Perkin Elmer) der Vorschrift entsprechend verwendet und der
automatischen Sequenzanalyse (Applied Biosystems, Foster City, CA) zugeflhrt. Die fir die
nicht-radioaktive Sequenzierung benutzten internen Primer sind in Tab.2.8. aufgefuhrt.

Tab.2.8.: Primersequenzen fir die Zyklussequenzierung

Exon Richtung Primersequenz
1 forward GTC ACC AGA GGG TGG GGC GGA
1 reverse CTG CAAACT TCGTCCTCC AG
2a forward CTG GCT CTG ACC ATT CTG
2a reverse CCC AGG CAT CGC GCACGTC
2b Es wurden die PCR-Primer (Tab.2.2.) zur Sequenzierung verwendet.
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2.2.8. Methylierungsspezifische PCR (MSP)

Neben der Mutation und Deletion ist die Hypermethylierung der CpG-reichen 5°-
Promoterregion ein weiterer moglicher Weg der Inaktivierung von p16 (Merlo et al. 1995,
Herman et al. 1995). Der Methylierungszustand der DNA hat entscheidende regulatorische
Effekte auf die Gen-Expression durch transkriptionale Inaktivierung bei Hypermethylierung.
Der Methylierungsstatus der DNA-Proben wurde durch methylierungsspezifische PCR nach
Herman et al. 1996 bestimmt, bei der im Gegensatz zu anderen Methoden (Verwendung von
Restriktionsenzymen mit PCR oder Southern Blot-Hybridisierung) geringere DNA-Mengen
ausreichten (Herman et al. 1996, Wong et al. 1997a). Zudem wurden die Ergebnisse der
methylierungsspezifischen PCR nicht durch eine mdgliche Kontamination mit Nicht-
Tumorzellen beeinflusst (Herman et al. 1996). Alle immunhistochemisch p16-negativen Félle
sowie 19 weitere Félle - darunter sdmtliche muzindésen und endometrioiden Karzinome -
wurden bezuglich ihres Methylierungsstatus der CpG-reichen Region des Exon 1 untersucht
(insgesamt 29  Félle). Hierzu wurde groéberes Mikrodissektionsmaterial — aus
Paraffingewebeschnitten verwendet, das 50-90% Tumorzellen enthielt.

Nach proteolytischer Behandlung erfolgte eine DNA-Modifikation mittels Bisulfit, wodurch
alle unmethylierten Cytosine zu Uracil konvertiert wurden. Die methylierten Cytosine (5-
Methylcytosin) dagegen blieben unverédndert. Ein 150 Basenpaar-Fragment dieser
modifizierten DNA wurde mit Hilfe der methylierungsspezifischen PCR amplifiziert, die sich
die Sequenzunterschiede von methylierten und unmethylierten Allelen zunutze macht.
Hierbei wurden Primerpaare fur methylierte und unmethylierte CpG-Regionen in der
Promoter-Region des Exon 1 benutzt, wie durch Herman et al. (1996) beschrieben
(s.Tab.2.10.).

Materialien:
DNA-Denaturierung: 2M NaOH

H,O

Proteinase-Puffer mit Proteinase K
Bisulfit-Behandlung: 10mM Hydrochinon

3M Natriumbisulfit, pH 5
Reinigung: Centricon 100-Filter

2M NaOH
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Fallung: 100% Ethanol
70% Ethanol
H,O

Methylierungsspezifische

PCR (MSP): Konz. Stammlfsung: Endkonzentration:
Puffer J 10x 1x

Primer p16-UF 20 uM 1uM
Primer p16-UR 20 uM 1uM
Primer p16 MF 20 uM 1uM
Primer p16-MR 20 uM 1uM
Ampli-Wax

dNTPs je 1,25 mM 100 uM
Tag-Polymerase 5U/ul 1 U/Ansatz
H.0

Das Mikrodissektionsmaterial wurde, wie unter 2.2.2. beschrieben, mit einem Proteinase K-
haltigen Puffer behandelt. Fir die MSP war zunéchst eine Denaturierung der DNA
erforderlich. Hierzu wurden zu 15 pl der Proteinase-behandelten Proben 5 pl 2M NaOH
sowie H,0 ad 50 ul hinzugegeben und bei 75°C 10 Minuten lang inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Proben in Eiswasser abeschreckt und der Bisulfit-Behandlung
zugefihrt: Nach Hinzufiigen von 30 pl 10 mM Hydrochinon sowie 520 ul 3M Na-Bisulfit
erfolgte die Inkubation bei 50°C uber Nacht bzw. fur 16 Stunden. Das Na-Bisulfit musste
frisch angesetzt werden, das Ldsen erfolgte unter langsamer Erwarmung, der PH wurde mit
NaOH-Platzchen auf pH 5 eingestellt. Als né&chstes erfolgte die Reinigung Uber Centricon
100-Filter gemal Vorschrift. Das Eluat von ca. 50 pl wurde mit 7,5 pl 2M NaOH bei
Raumtemperatur 5 Minuten lang denaturiert. Anschlieend wurde die DNA-Féallung mit
100% Ethanol und anschlieRendem Waschen in 70% Ethanol (wie unter 2.2.5 beschrieben)
vorgenommen. Das Sediment wurde im Trockenschrank getrocknet und zur
Weiterverwendung in 20 ul H,O gelost.

Fur die methylierungsspezifische PCR (MSP) wurden je 5 pl eingesetzt. Es wurde wie unter
2.2.3. ein Hot start vorgenommen, fur den in einer Unterphase von insgesamt 25 pl der Puffer
J, die Primer UF/UR bzw. MF/MR, 5 ul Probe sowie H,O ad 25 pl und ein Kiigelchen Ampli-
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Wax enthalten waren. Der Hot start erfolgte fir 5 Minuten bei 95°C, wodurch mit Hilfe des
Ampli-Wax die Unterphase versiegelt wurde. Jetzt wurde die Oberphase hinzugefugt, die die
dNTPs sowie die Tag-Polymerase und H,O ad 25 pl enthielt. Die Amplifikation fand im
Thermocycler statt, die Denaturierung erfolgte fur 30s bei 95°C, Annealing flr 30s bei 60°C
fir Primerpaar UF/UR bzw bei 65°C fiir Primerpaar MF/MR und die Verlangerung fiir 30s
bei 72°C. Nach 40 Zyklen wurden die Proben fir eine abschlielende Verlangerungsphase
von 4 min. bei 72°C im Thermocycler belassen.

Tab.2.9.: MSP-Reaktionsbedingungen fur p16-Exonl:

Temp./Dauer:

Denaturierung: 95 °C/30 sek.
Annealing:
- Primer UF/UR 60 °C/30 sek.
- Primer MF/MR 65 °C/30 sek.
Extension: 72 °C/30 sek.

Anzahl der Zyklen: 40

Zur Visualisierung wurden die Proben der Gelelektrophorese zugefiihrt und auf ein 3%iges
Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel (s. 2.2.4.) aufgetragen, in dem sie unter dem UV-
Transilluminator sichtbar wurden.

Tab.2.10.: Primerpaare fur methylierungsspezifische PCR (Herman et al. 1996)
Primer- Richtung PCR-Primersequenz

Paar
pl6-M forward |5 -TTATTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC - 3
reverse 5'—GAC CCC GAACCGCGACCGTAA-3
pl6-U forward |5 -TTATTA GAG GGT GGG GTG GAT TGT -3
reverse 5'-CAACCC CAAACCACAACCATAA-3
pl6-M=Primer spezifisch fir methylierte DNA;
pl6-U=Primer spezifisch fir unmethylierte DNA
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2.2.9 Statistik

Die statistische Datenauswertung erfolgte durch computergestitzte Datenanalyse. Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde unter zu Hilfenahme des Computerprogramms SPSS
Version 10.0 fur Windows ermittelt. Zur Anwendung kam der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson. Bei den Ergebnissen wurde p<0,05 als signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden alle 75 Tumor-Félle bezlglich ihrer p16-Protein-
Expression untersucht, wobei nur die Zellkernmarkierung ausschlaggebend war fir die Beur-
teilung der Expression. Die vergleichende Untersuchung von neun Féllen mit normalem,
nicht-neoplastischen Ovarialepithel ergab wie in der Studie von Geradts et al. (1995) eine
schwache oder mittelgradige Immunreaktivitat (+, ++) der Zellkerne, lymphatische Zellen
und Fibrozyten sowie das ovarielle Oberflachenepithel reagierten berwiegend positiv.
Samtliche Negativkontrollen erwiesen sich als komplett p16-negativ, was die hohe Spezifitat
des Primar-Antikorpers beweist.

Die Verteilung der positiven Immunreaktivitat auf Zellkerne und Zytoplasma entsprach im
wesentlichen der von Geradts et al. (1995) beschriebenen Verteilung. In den meisten Féllen
zeigten die Tumor-Zellkerne eine groRBere pl6-Immunreaktivitdt als das zugehorige
Zytoplasma, welches oft nur schwach positiv war. Bei einigen immunhistochemisch p16-
negativen und schwach positiven Féllen fand sich eine deutlich groRere Immunreaktivitat des
Zytoplasma. Dieses Phanomen wurde auch von Geradts et al. (1995) beobachtet, wobei zum
Untersuchungszeitpunkt unklar war, inwiefern extranukledres p16 dafur verantwortlich war
oder ob es sich um unspezifische Zytoplasma-Reaktivitat handelte. Da diese zytoplasmatische
Immunreaktivitadt die Evaluation der nukledren Markierung zuweilen erschwerte, war eine
sorgfaltige Untersuchung vieler Zellen erforderlich.

In Anlehnung an die Studie von Geradts et al. (1995) wurde ein Tumor als p16-negativ
bezeichnet, wenn keinerlei Zellkernmarkierung im gesamten Tumor nachweisbar war,
unabhéngig von der Zytoplasmamarkierung. Nichtneoplastisches anliegendes Gewebe wies
dabei stets positive Zellkernmarkierungen auf und diente somit als positive interne Kontrolle.
Komplett pl6-negative Schnitte konnten nicht interpretiert werden. Ein Tumor galt als p16-
positiv, wenn samtliche interpretierbaren Tumorareale eine positive Zellkern-
Immunreaktivitat aufwiesen. Dabei fanden sich auch in dieser Studie in einigen deutlich p16-
positiven Tumoren Areale ohne Zellkernmarkierung (s. Bildanhang: IHC).

Die Ergebnisse der p16-Immunhistochemie sind in Tab. 3.1. und Tab. 3.2. dargestellt.
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Tab.3.1: Ergebnisse der nukledren p16-Immunhistochemie in Assoziation mit histologischen,
klinischen und biochemischen Parametern

n p16- fokal/schwach  mittelgradig stark f
negativ pos. pos. pos.

Histologie

seros-papillar 55 4 (7%) 14 (26%) 21 (38%) 16 (29%)

endometrioid 8 4 (50%) 4 (50%) - -

muzinds 6 1 (17%) 3 (50%) 1 (17%) 1 (17%)

anaplastisch/undiff. 6 1 (17%) 2 (33%) 1 (17%) 2 (33%) 0,027
Grading

G1 9 4 (44%) 2 (22%) 2 (22%) 1 (11%)

G2 25 2 (8%) 11 (44%) 6 (24%) 6 (24%)

G3 41 4 (10%) 10 (24%) 15 (37%) 12 (29%) 0,068
klin. Staging (FIGO)*

I 4 1 (25%) 1 (25%) 2 (50%) -

I 9 2 (22%) 3 (33%) 3 (33%) 1 (11%)

" 28 4 (14%) 8 (29%) 8 (29%) 8 (29%)

v 32 3 (M%) 11 (34%) 8 (25%) 10 (31%) 0,311*
p53-1HC?

0 30 7 (23%) 11 (37%) 9 (30%) 3 (10%)

1 17 - 6 (35%) 4 (24%) 7 (41%)

2 11 2 (18%) 2 (18%) 4 (36%) 3 (27%)

3 16 1 (6%) 4 (25%) 6 (38%) 5 (31%) 0,512
Ki67-1IHC?

0 1 - - - 1 (100%)

1 27 3 (11%) 12 (44%) 7 (26%) 5 (19%)

2 26 5 (19%) 3 (12%) 9 (35%) 9 (35%)

3 13 1 (8%) 5 (39%) 5 (39%) 2 (15%) 0,265
Alter (in Jahren)

<50 21 3 (14%) 9 (43%) 6 (29%) 3 (14%)

50 54 7 (13%) 14 (26%) 17 (32%) 16 (30%) 0,354

Tumoren insgesamt 75 10 (13%) 23 (31%) 23 (31%) 19 (25%)

pos.: positiv; IHC: Immunhistochemie; undiff.: undifferenziert

In 2 Fallen mit mittelgradig positiver p16-IHC waren keine Staging-Daten verfugbar.
2In einem Fall mit stark positiver p16-1HC lag keine p53-1HC vor (Kappes et al. 1995).
*In 8 Fallen lag keine Ki67-IHC vor (1x negative, 1x schwach positive, 3x mittelgradig
positive und 3x stark positive p16-1HC; Rohlke et al. 1997).

“Stadium I/11 gegen Stadium I11/1V

1. Vonden 75 Fallen zeigten 10 keine p16-Expression (13%). 65 Falle reagierten immun-
histochemisch positiv, wobei 23 Félle schwach oder fokal (+; 31%), 23 mittelgradig (++;
31%) und 19 Falle stark (+++; 25%) positiv waren (Tab.3.1.).
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2. Der Verlust der p16-Expression fand sich insbesondere in endometrioiden Karzinomen
(50%), wéhrend nur 7% der seros-papillaren Karzinome betroffen waren. Muzingse und
anaplastisch-undifferenzierte Karzinome zeigten sich in jeweils 17% immunhistochemisch
negativ.

3. Der Anteil der schwach oder fokal exprimierten Félle belief sich bei den endometrioiden
und muzinésen Karzinomen auf jeweils 50%, bei den serds-papillaren Karzinomen dagegen
nur auf 26%.

4. 67% der seros-papillaren Karzinome wiesen eine starke (29%) oder mittelgradige (38%)
pl6-Expression auf. Der Anteil der muzindsen Karzinome mit mittelgradiger oder starker
pl6-Expression betrug dagegen nur jeweils 17%. Die endometrioiden Karzinome waren
ausschliellich pl6-negativ (50%) oder schwach positiv (50%). Dieser Unterschied war
signifikant (=0,027).

5. Tumoren ohne pl16-Expression waren haufig hochdifferenziert (40% G1-Tumoren). Die
Unterschiede waren nicht signifikant (i=0.068), wiesen jedoch die beschriebene Tendenz auf.
Bei 50% dieser Tumoren handelte es sich um endometrioide und muzingse Karzinome.
Insgesamt  waren endometrioide und muzindse Karzinome haufiger nukleér
immunhistochemisch pl6-negativ bzw. schwach/fokal positiv als serds-papillare und
anaplastisch-undifferenzierte Karzinome. Der Unterschied war signifikant (i=0,027). Ebenso
waren pl6-negative Tumoren assoziiert mit frithen klinischen Stadien (FIGO 1/11). 23% aller
Tumoren im Stadium I/I1 waren nukledr immunhistochemisch p16-negativ (3/13), wahrend
nur 12% aller Tumoren im Stadium H1/1V (7/60) keine nukledre p16-Expression aufwiesen.
Die Differenzen waren statistisch nicht signifikant (i=0.311). Es liel} sich keine Assoziation
zum Patientinnenalter, zur proliferativen Aktivitat - gemessen an der Ki67-Immunreaktivitat -
sowie zur p53-Expression feststellen (Kappes et al. 1995, Rohlke et al. 1997). Drei Tumoren
waren immunhistochemisch p16-negativ sowie p53-positiv, was fiir eine Inaktivierung beider
Suppressorgene sprach. Ein Vergleich mit vorhandenen TGGE-Ergebnissen von Kappes et al.
(1995) beziglich p53-Mutationen ergab in allen drei Fallen p53-Wildtypkonformation.
Demnach fand sich in keinem der p16-negativen Félle eine p53-Mutation.

6. In 7 von 10 immunhistochemisch pl6-negativen Fallen lieRen sich Veranderungen
nachweisen, die die fehlende Expression von p16 erklaren kénnen: eine Deletion (Fall 90), 3
Mutationen (Falle 20, 21, 25) sowie 3 Hypermethylierungen (Féalle 53, 99, 85). Bei den
fokal/schwach positiven Fallen fanden sich dagegen nur in 6 von 23 Féllen Abnormitéten (2
Mutationen: Falle 103, E1; 4 Hypermethylierungen: Falle 4, 35, 86, 64). Bei den
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mittelgradig positiven Fallen wurde nur in einem von 23 Féllen eine Mutation festgestellt
(Fall E6). Die 19 stark positiv exprimierten Félle wiesen keine Aberrationen auf (Tab.3.2.).

Tab.3.2.: Beziehung zwischen p16-1HC-Ergebnissen und anderen detektierten p16-
Aberrationen

p16-Immunhistochemie n Deletion Somatische De novo- Aberrationen/
Mutation Methylierung p16-1HC

Negativ 10 1 3 3/10 7 (70%)
Fokal/schwach positiv 23 0 2 4/10 6 (26%)
Mittelgradig positiv 23 0 1 0/4 1 (4%)
Stark positiv 19 0 0 0/5 0

IHC=Immunhistochemie

7. Inden vier immunhistochemisch p16-negativen serds-papillaren Karzinomen fanden sich
eine Deletion (Fall 90), eine somatische Mutation (Fall 25) sowie p16-Hypermethylierung der
Promoterregion in den Féllen 53 und 99.

8. Im pl6-negativen Fall 21 eines muzindsen Karzinoms lief? sich mit der SSCP im Exon 1
eine Mutation aufzeigen, die sich in der Sequenzierung als somatische Mutation bestétigte.

9. Von den vier endometrioiden Karzinomen ohne p16-Expression fielen die Falle 20 und
31 in der SSCP auf, wobei in der Sequenzierung des Exon 1 (Fall 20) eine heterozygote
Mutation in der Promoter-Region festgestellt wurde, wéahrend die Sequenzierung des Exon 2a
im Fall 31 einen Polymorphismus ergab (Tab.3.4.). Fall 85 wies eine p16-Hypermethylierung
auf.

10. Aufgrund der z.T. beobachteten starken immunhistochemischen Zytoplasmamarkierung
wurde nach eine etwaigen Korrelation zwischen Zytoplasmamarkierung und histologischen,
klinischen sowie biochemischen Parametern gesucht. Es lie} sich keine statistisch
signifikante Korrelation oder tendenzielle Assoziation bezuglich des histologischen Subtyps,
des klinischen Stadiums, der Tumordifferenzierung, des Alters, der Ki67-Immunoreaktivitat
oder der p53-Expression ermitteln (Tab. 3.3.).
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In der tiberwiegenden Zahl der Tumoren mit nachgewiesener p16-Aberration (Mutation,
Deletion, Methylierung, nukleére p16-negative IHC) fand sich immunhistochemisch eine
schwach/fokal positive p16-Expression (12/17). 3 Tumoren wiesen keine zytoplasmatische
pl6-Expression auf, 2 Tumoren waren zytoplasmatisch stark positiv (s.Tab.3.8.).

Tab.3.3.: Zytoplasmabeurteilung - p16-1HC-Ergebnisse in Assoziation mit histologischen,
klinischen und biochemischen Parametern

n p16- fokal/schwach  mittelgradig stark f
negativ pos. pos. pos.

Histologie

serds-papillar 55 6 (11%) 29 (53%) 13 (24%) 7 (13%)

endometrioid 8 0 7 (87%) 0 1 (13%)

muzinds 6 1 (17%) 2 (33%) 2 (33%) 1 (17%)

anaplastisch/undiff. 6 0 3 (50%) 1 (17%) 2 (33%) 0,549
Grading

G1 9 1 (11%) 5 (55%) 2 (22%) 1 (11%)

G2 25 3 (12%) 15 (60%) 3 (12%) 4 (16%)

G3 41 3 (7%) 22 (54%) 11 (27%) 6 (15%) 0,887
klin. Staging (FIGO)*

I 4 0 4 (100%) 0 0

I 9 2 (22%) 4 (44%) 2 (22%) 1 (11%)

" 28 3 (11%) 16 (58%) 3 (11%) 6 (21%)

v 32 2 (6%) 16 (50%) 11 (34%) 3 (9%) 0,703
p53-1HC?

0 30 4 (13%) 16 (53%) 7 (23%) 3 (10%)

1 17 1 (6%) 7 (41%) 4 (24%) 5 (29%)

2 11 2 (18%) 7 (63%) 1 (9%) 1 (9%)

3 16 0 9 (56%) 5 (31%) 2 (13%) 0,494
Ki67-1IHC?

0 1 0 0 1 (100%) 0

1 27 4 (15%) 12 (44%) 7 (26%) 4 (15%)

2 26 2 (8%) 15 (58%) 7 (27%) 2 (8%)

3 13 0 8 (62%) 1 (8%) 4 (31%) 0,159
Alter (in Jahren)

<50 21 0 12 (57%) 4 (19%) 5 (24%)

50 54 7 (13%) 29 (54%) 12 (22%) 6 (11%) 0,208

Tumoren insgesamt 75 7 (9%) 41 (55%) 16 (21%) 11 (15%)

pos.: positiv; IHC: Immunhistochemie; undiff.: undifferenziert

In 2 Fallen mit zytoplasmatisch schwach und mittelgradig positiver p16-1HC waren keine
Staging-Daten verfiigbar.

2In einem Fall mit zytoplasmatisch schwach positiver p16-1HC lag keine p53-1HC vor
(Kappes et al. 1995).

’In 8 Fallen lag keine Ki67-1HC vor (1x negative, 6x schwach positive und 1x stark positive
zytoplasmatische p16-1HC; Rohlke et al. 1997).

“Stadium I/11 gegen Stadium [11/1V
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3.2.  Ergebnisse der Deletionsanalyse mittels PCR

Zur Deletions- und Mutationsanalyse wurden mittels Mikrodissektion gezielt
Tumorzellverbdnde gewonnen, um eine Kontamination und damit moglicherweise
Verfalschung der Ergebnisse durch nichtneoplastisches Gewebe zu vermeiden. Als
Deletionen wurden in der PCR ausschlieflich komplett pl6-negative Proben bei eindeutig
positiven b-Globin-Banden gewertet.

1. Durch vergleichende PCR eines b-Globin-Fragments und der p16-Exons 1/2 in Tumor-
und Normalgewebe liel sich lediglich in einem Fall von 75 (1 %, Nr. 90) eine homozygote -
d.h. beide Allele betreffende - Deletion in Exon 1 nachweisen (s. Bildanhang).

2. ImFall 90 mit der nachgewiesenen p16-Deletion handelte es sich um ein serds-papilléares
Adenokarzinom, welches sich immunhistochemisch als p16-negativ erwies.
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3.3.  Ergebnisse der Mutationsanalyse durch SSCP-Anwendung und Sequenzierung

An allen 75 Fallen wurde die PCR-SSCP-Analyse der p16-Exons 1 und 2 durchgefiihrt, die
97% der kodierenden DNA-Sequenz enthalten (Kamb et al. 1994, Gruis et al. 1995a). Zeigte
sich in der Elektrophorese eine Mobilitatsverdnderung, wurden zur Kontrolle PCR und SSCP
des Tumorgewebes wiederholt, diesmal im Vergleich zu korrespondierendem Normalgewebe,
um zwischen somatischer Mutation und Polymorphismus differenzieren zu konnen.
Bestétigte verdachtige Falle wurden der Sequenzanalyse unterzogen, um die verdnderte
Sequenz zu ermitteln. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind in Tab.3.4. dargestellt.

1. In insgesamt 14 von 75 Tumoren (19%) fand sich in der PCR-SSCP-Analyse und eine
Mobilitatsverdnderung, von denen wiederum 12 Falle (86%) bei der nachfolgenden
Sequenzanalyse eine Abweichung von der Wildtypsequenz (Tab.3.4.; s. Bildanhang)
aufwiesen. In zwei Fallen mit mutationsverddachtigem Laufverhalten in der SSCP wurde
durch Sequenzierung die Wildtypsequenz ermittelt (14%).

2. In 6 Féllen (8%) handelte es sich um Polymorphismen, d.h. stille Mutationen oder
Aminosdurensubstitutionen, durch die die Funktion des Proteins entweder nicht oder nur
wenig veréndert wird, so dass sie ohne Klinische Folgen bleiben und daher keinen
Krankheitswert  besitzen. Sie sind sowohl in Tumorpatientinnen als auch in
Normalkollektiven gleichermalRen nachweisbar und werden als Keimbahnvarianten ohne
Bedeutung fur die Tumorigenese interpretiert, im Gegensatz zu Keimbahnmutationen, die an
der Tumorentstehung beteiligt sind und gehduft in Tumorpatientinnen, selten aber in
Normalkollektiven zu finden sind (Hussussian et al. 1994, Zhou et al. 1994). Innerhalb einer
Person kommen Polymorphismen sowohl im Tumor- als auch im Normalgewebe vor, was im
Laufverhalten bei der SSCP-Analyse auch teilweise deutlich wurde.

In 4 Fallen (Nr. 66, 69, 12, E7) liel} sich nach auffalligem Laufverhalten in der SSCP mittels
nachfolgender Sequenzierung ein Polymorphismus in Codon 140 nachweisen, der zu einem
Ersatz der Aminoséure Alanin durch Threonin fihrte. Im Fall 62 (Codon 119) kam es
ebenfalls zum Austausch von Alanin gegen Threonin. Der Polymorphismus in Fall 31 fihrte
zu keinem Aminoséurenersatz, da auch das veranderte Nukleotid zum Einbau von Arginin
fuhrte. In allen 6 Fallen war nur ein Allel betroffen (Heterozygotie), das andere Allel zeigte
Wildtyp-Mobilitdt in der SSCP. In drei Fallen war auch im Kkorrespondierenden
Normalgewebe das veranderte Bandenmuster in der SSCP nachweisbar.
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Insgesamt handelte es sich bei dem Basenaustausch uberwiegend um Transitionen (5), die
den Austausch gleichnamiger Basen (Purin® Purin; Pyrimidin® Pyrimidin) bezeichnen.
Dabei fanden sich ausnahmslos Transitionen in Form von G® A-Verdnderungen. Nur in
einem Fall lag eine Transversion (A® C) vor, d.h. der Austausch einer Purin- gegen eine
Pyrimidinbase oder umgekehrt.

3. Von 6 Polymorphismen erwiesen sich 5 immunhistochemisch als p16-positiv (meist ++),
histologisch lagen serts-papillare Karzinome vor. Ein endometrioides Karzinom mit
nachgewiesenem Polymorphismus wies immunhistochemisch eine negative p16-Expression
auf.

4. Somatische Mutationen wurden mittels SSCP in 6 Tumoren (8%) gefunden und durch
Sequenzierung nachfolgend bestatigt. Die korrespondierenden Normalgewebeproben wiesen
in der SSCP Wildtypkonfiguration auf.

In der Sequenzanalyse wiesen 4 der 6 Félle Mutationen in mehreren Codons gleichzeitig auf
(Falle 103, 25, E1, E6), so dass die Zahl der gesamten detektierten somatischen Mutationen
(12) die Fallzahl (6) Gbertrifft. Es lieBen sich 7 "Missense"-Mutationen aufdecken, die zu
einem Aminosaurenaustausch fihrten (Falle 103, 25, 3 in E1, 2 in E6). In 3 Fallen fanden
sich zudem somatische Mutationen, die keine Aminosaurensubstitution verursachten, bei
denen es sich demnach um stille Mutationen handelte (Falle 103, 25, E1). 8 der 12
Mutationen waren Transitionen (2x C® T, 2x T® C, 3x G® A, 1x A® G), bei zwei
Mutationen handelte es sich um die Transversion T® A. Ein Fall (Nr. 20) enthielt eine
heterozygote Mutation des Nukleotids 72 in der nichtkodierenden 5°-Promoterregion. In Fall
21 erwies sich die Mutation im Exon 1 als eine 6-Basenpaar-Insertion mit Duplikation von
Codon 9/10 im einen Allel und gleichzeitigem Verlust des anderen Allels (homozygote
Mutation).

In 3 Féllen (Nr. 21, 103, E6) kam es zum Verlust des einen Allels mit gleichzeitiger Mutation
im ubrig gebliebenen Allel (Homozygotie). Die Félle 20 und 25 enthielten Mutationen in
einem Allel bei erhaltenem zweiten Wildtyp-Allel, erkennbar an der Wildtypbande im SSCP-
Gel. Der Fall E1 wies auf einem Allel drei Sequenzveranderungen in Exon 2 und eine
Mutation in Exon 1 auf. Insgesamt lieBen sich 4 somatische Mutationen in Exon 1 und 8 in
Exon 2 detektieren.

Bei allen untersuchten Banden mit Wildtypposition im SSCP-Gel wurden auch mittels
Sequenzierung immer Wildtypsequenzen ermittelt.
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Fall-Nr. Histo- Exon Codon! Nukleotid-/Basen- AS-  Homo-/ IHC? Methyl.-
logie Austausch Ersatz Hetero. status®
Poly-
morphismen
66 ser.-pap. 2b 140 GCG-ACG Transit. ala-thr  hetero ++ nd
69 ser.-pap. 2b 140 GCG-ACG Transit. ala-thr  hetero +++ nd
12 ser.-pap. 2b 140 GCG-ACG Transit. ala-thr  hetero + nd
E7 ser.-pap. 2b 140 GCG-ACG Transit. ala-thr  hetero ++ nd
31 endometr. 2a 50 CGA-CGC Transvers. arg-arg hetero - -
62 ser.-pap. 2a 119 GCA-ACA  Transit. ala-thr  hetero ++ nd
somatische
Mutationen
103 muzin®s 2a 76 GAC-GAT Transit. asp-asp  homo + -
2a 82 TTC-CTC Transit. phe-leu
25 ser.-pap. 2a 121 TAC-CAC Transit. tyr-his  hetero - -
2a 128  GGC-GGT  Transit. gly-gly
21 muzinds 1 8 Insertion GCCACG Insert. homo - -
(Duplik. Codon 9/10) ala+thr
El endometr. 1 37 GGT-AGT Transit. gly-ser  hetero + -
2a 120 CGG-CGA  Transit. arg-arg
2b 134 CAT-CAA Transvers. his-gln
2b 138 GAT-GAA  Transvers. asp-glu
E6 endometr. 1 18 GAG-AAG  Transit. gin-lys  homo ++ -
2a 76  GAC-GGC  Transit. asp-gly
20 endometr., 1 nt721 G-C hetero - -

INummerierung nach Serrano et al. (1993); nt=Nukleotid
2lHC=Immunhistochemie:

- = negativ; + = schwach/fokal positiv; ++ = mittelgradig positiv; +++ = stark positiv
3Methyl.=Methylierung: - = nicht methyliert; m = methyliert; nd = nicht durchgefihrt;

AS=Aminosaure; Homo-=

Homozygotie; Hetero.=Heterozygotie; Insert.=Insertion;
Duplik.= Duplikation; Transit.= Transition, Austausch gleichnamiger Basen (Purinbasen:

A=Adenin, G=Guanin; Pyrimidinbasen: T=Thymin, C=Cytosin); Transvers.= Transversion,
Austausch einer Purin- gegen eine Pyrimidinbase oder umgekehrt
ser.-pap.=serds-papillar; endometr.=endometrioid
ala=Alanin; thr=Threonin; arg=Arginin; asp=Aspartat; phe=Phenylalanin; leu=Leucin;
tyr=Tyrosin; his=Histidin; gly=Glycin; ser=Serin; gln=Glutamin; glu=Glutamat; lys=Lysin
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5. Im Gegensatz zu den Polymorphismen kamen somatische Mutationen gehduft in
muzindsen (Falle 103, 21, E6) und endometrioiden Karzinomen (Féalle E1, 20) vor und
lediglich in einem serds-papillaren Karzinom (Fall 25). Immunhistochemisch zeigten sich 3
von 6 Karzinomen mit somatischen Mutationen pl6-negativ (Falle 25, 21, 20) und 2
Karzinome (Falle 103, E1) schwach oder fokal positiv (+).

6. Der immunhistochemisch pl6-negative Fall 53 eines serts-papillaren Karzinoms zeigte
in der SSCP ein mutationsverdachtiges Laufverhalten, was sich in der Sequenzierung jedoch
nicht bestatigte. Auch der immunhistochemisch stark positive Fall 32 wies ein aberrierendes
Bandenmuster in der SSCP auf. Die Sequenzanalyse ergab auch hier die Wildtypsequenz.

7. Die in Exon 2 detektierten Sequenzverédnderungen wurden dahingehend untersucht,
inwiefern sie zu einem Aminosaure-Austausch im alternativen &-Transkript ARF fihrten. 4
der 15 detektierten Verdnderungen in der pl6-kodierenden Basensequenz befanden sich in
dem fir beide Transkripte kodierenden DNA-Abschnitt. Die Basensubstitutionen in den p16-
Codons 50 wund 76 (Falle 31, 103) bewirkten keine Verénderung der pl6-
Aminosduresequenz, fihrten jedoch zu einem Aminosaure-Austausch im ARF-Protein. Die
Mutation im p16-Codon 82 (Fall 103) wirkte sich in beiden Proteinen im Sinne eines
Aminosdure-Wechsels aus. Bei den Féllen 31 und 103 handelte es sich um ein
endometrioides und ein muzintses Ovarial-Karzinom. Durch die Basensubstitution im Fall
E6 (p16-Codon 76) fand nur in pl6 ein Aminosdure-Austausch statt (Tab.3.5.). Insgesamt
fuhrte eine pl6-DNA-Sequenz-Veranderung in 3 von 4 Fallen zu einer ARF-
Sequenzanderung mit Aminosduren-Austausch (75%). Samtliche anderen pl6-Mutationen
befanden sich nicht in den ARF-kodierenden DNA-Sequenzen.

Tab.3.5.: p16-Sequenzverdnderungen und deren Effekt auf ARF

Fall- Histo pl6- pl6-Basen- pl16-AS- ARF- ARF-Basen- ARF-AS-
Nr. Codon austausch Wechsel Codon austausch  Wechsel
31 End. 50 CGA-CGC Arg-Arg 73 AGT-CGT Ser-Arg
103  Muz. 76 GAC-GAT Asp-Asp 99 CGC-TGC  Arg-Cys
103 Muz. 82 TTC-CTC Phe-Leu 104 CTT-CCT Leu-Pro
E6 End. 76 GAC-GGC Asp-Gly 98 CGA-CGG  Arg-Arg

Histo = histologischer Subtyp; end. = endometrioid; muz. = muzinds; AS = Aminosaure
Arg = Arginin; Asp = Aspartat; Phe = Phenylalanin; Leu = Leucin; Gly = Glycin;
Ser = Serin; Cys = Cystein; Pro = Prolin


http://www.pdfdesk.com

62

3.4.  Ergebnisse der Methylierungsanalyse mittels MSP

Insgesamt wurden 29 Félle der Methylierungsanalyse unter Anwendung der
methylierungsspezifischen PCR (MSP) unterzogen, darunter samtliche immunhistochemisch
pl6-negativen Falle (10), ferner alle endometrioiden (8) und muzinésen (6) Karzinome sowie
11 serdse und 4 undifferenzierte Karzinome (Tab.3.6.; s. Bildanhang).

1. In 7 von 29 (24%) untersuchten Fallen lieR sich eine Methylierung der CpG-reichen 5°-
Promoter-Region nachweisen. Bezogen auf die histologischen Subtypen liel} sich keine
Haufung an Methylierungen feststellen. 3 der 11 serdsen Karzinome (27%), 2 der 8
endometrioiden Karzinome (25%), 1 von 6 muzingsen (17%) sowie 1 von 4 (25%)
anaplastisch-undifferenzierten Karzinomen waren hypermethyliert.

2. pl6-Hypermethylierung wurde nur in Karzinomen detektiert, die immunhistochemisch
pl6-negativ waren oder eine schwach bzw. fokal positive pl6-Expression aufwiesen
(Diagramm 1). Von den 7 Féllen mit pl16-Hypermethylierung waren 3 Félle (53, 85, 99)
immunhistochemisch p16-negativ, 4 Félle (4, 35, 64, 86) zeigten eine schwach oder fokal
positive p16-Expression.

3. In keinem Fall mit pl6-Hypermethylierung der Promoterregion waren gleichzeitig
somatische Mutationen in der SSCP und Sequenzierung nachweisbar.

Diagramm 1

Verhaltnis Methylierung/p16-IHC

10y

o N b O ®

IHC neg. IHC +pos.  IHC ++pos.  IHC +++pos.

[ methyliert = unmethyliert
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3.5. Pathologie
Die Verteilung der pl6-Aberrationen auf die histologischen Ovarialkarzinom-Subtypen ist

Gegenstand der Betrachtung in diesem Abschnitt. Eine Ubersicht hierzu findet sich in
Tab.3.6.

Tab.3.6.: Verteilung der p16-Aberrationen auf die histologischen Subtypen

Histologischer Typ n negative somat. homozyg. De novo- jegliche
p16-1IHC Mutation Deletion Methyl. Aberration
serds-papillar 55 4 1 1 3/11 5 (9%)
endometrioid 8 4 2 0 2 6 (63%)
muzings 6 1 3 0 1 4 (67%)
anaplastisch-undiff. 6 1 0 0 1/4 2 (33%)
Tumoren insgesamt 75 10 6 1 7/29 17 (23%)

somat.: somatische; homozyg.: homozygote; Methyl.: Methylierung; undiff.: undifferenziert
IHC: Immunhistochemie

1. Zusammengenommen fanden sich in 17 (23%) der 75 untersuchten Ovarialkarzinome
pl6-Aberrationen, die eine Inaktivierung der pl6-Funktion belegen kdnnten. Die meisten
p16-Veranderungen waren in endometrioiden und muzindsen Karzinomen nachweisbar.

2. In 6 von 8 endometrioiden Karzinomen lagen p16-Aberrationen vor (63%, s. Tab. 3.6.),
darunter 2 somatische Mutationen (Féalle 20, E1) und 2 p16-Methylierungen (Falle 85, 86). 2
von 4 immunhistochemisch pl6-negativen endometrioiden Karzinomen wiesen keine
weiteren pl6-Aberrationen auf (Falle 31, 108).

3. In muzingsen Karzinomen lieBen sich in 4 (67%) von 6 Féllen pl6-Veranderungen
nachweisen. Dabei handelte es sich um eine p16-Methylierung (Fall 35) und 3 somatische
Mutationen (Falle 21, 103, E6), von denen Fall 21 gleichzeitig auch immunhistochemisch
keine p16-Expression zeigte, wahrend die Félle 35 und 103 eine schwach/fokal positive p16-
Expression aufwiesen.

4. Die seros-papillaren Karzinome bildeten mit 55 Fallen die groRte Untersuchungsgruppe,
in welcher sich in 5 Féllen (9%) p16-Alterationen fanden. In den 4 immunhistochemisch p16-
negativen Tumoren lieBen sich gleichzeitig eine homozygote Deletion (Nr. 90), eine
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somatische Mutation (Nr. 25) sowie 2 pl6-Methylierungen (Nr. 53, 99) detektieren. Eine
weitere p16-Methylierung wurde in einem immunhistochemisch fokal/schwach positiven Fall
(Nr. 4) nachgewiesen. Insgesamt wurden 11 serds-papillare Karzinome hinsichtlich ihres
Methylierungsstatus untersucht (s.Tab. 3.8.).

5. Unter den anaplastisch-undifferenzierten Karzinomen wiesen 2 (33%) von 6 Tumoren
pl6-Aberrationen auf. Ein Fall (Nr. E3) war immunhistochemisch p16-negativ. In einem von
4 untersuchten Fallen fand sich eine pl6-Methylierung in einem Tumor (Nr. 64), der
immunhistochemisch eine schwach/fokal positive p16-Expression zeigte (Tab.3.8.).

Tab.3.7.: Verteilung der p16-Aberrationen in Abhangigkeit von der Tumordifferenzierung

Grading n Negative Somatische Homozygote De novo- Tumoren mit
pl16-IHC Mutation Deletion Methylierung jegl. Aberrat.
Gl 9 4 3 1 0/8 6 (67%)
G2 25 2 1 0 217 (29%) 3 (12%)
G3 41 4 2 0 5/14 (36%) 8 (20%)

Jegl. Aberrat. = jegliche Aberration, mehrere Aberrationen in einem Tumor moglich

6. Wie aus Tab.3.7. hervorgeht, waren die meisten Aberrationen in GI1-Tumoren
nachweisbar (6/9 Tumoren, 67%). Es handelte sich hierbei um 3 muzinése, 2 endometrioide
und ein serts-papillares Karzinom (Tab.3.8.). Unter den 25 G2-Tumoren fanden sich
Aberrationen in 2 endometrioiden und einem muzindsen Karzinom (3/25, 12%). Bei den G3-
Tumoren wiesen 2 endometrioide, 4 serds-papillare und 2 anaplastisch-undifferenzierte
Karzinome p16-Aberrationen auf (8/41, 20%).
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Tab.3.8.: Falle mit p16-Aberrationen

Fall-Nr./Histo ~ x/n Grading Staging p16-  Deletion' Methyl' N-p16- Z-p16-

Mut.! IHC? IHC?

Muzinds 4/6

21 1 4 1 0 0 0 1

35 2 3 0 0 1 1 1

103 1 3 1 0 0 1 0

E6 1 ? 1 0 0 2 3
Endometrioid 6/8

20 2 4 1 0 0 0 1

31 1 1 0 0 0 0 1

85 2 3 0 0 1 0 1

86 3 4 0 0 1 1 1

108 1 4 0 0 0 0 1

El 3 2 1 0 0 1 1
Seros-papillar*  5/55

4 3 3 0 0 1 1 1

25 3 4 1 0 0 0 3

53 3 2 0 0 1 0 0

90 1 2C 0 1 0 0 1

99 3 3 0 0 1 0 0
Undifferenziert®  2/6

64 3 4 0 1

E3 3 3 0 0 0 0 1

'1 = vorhanden; 0 = nicht vorhanden

’N-p16-IHC = nukleare p16-IHC; 0 = negativ; 1 = schwach/fokal positiv; 2 = maRig positiv
3Z-p16-IHC = zytoplasmatische p16-IHC; 0 = negativ; 1 = schwach/fokal positiv; 2 = maRig
positiv; 3 = stark positiv

“3 von 11 untersuchten serds-papillaren sowie 2 von 6 untersuchten undifferenzierten
Karzinomen waren hypermethyliert.

Histo = Histologie; Mut. = (somatische) Mutation; Methyl. = Methylierung; IHC =
Immunhistochemie; x/n = x von n untersuchten Fallen wiesen p16-Aberrationen auf.
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4. DISKUSSION

4.1.  Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Beziehung zwischen pl6-Expression und pl6-Inaktivierung
durch Deletion, Mutation und Promotermethylierung in Ovarialkarzinomen unterschiedlichen
histologischen Typs unter Berucksichtigung des Tumorgrades und -stadiums zu
durchleuchten.

Obgleich in 30-40% aller untersuchten Ovarialkarzinom-Zelllinien Deletionen oder
Mutationen im INK4a-Tumorsuppressor-Gen nachweisbar waren (Liu et al. 1995,
Rodabaugh et al. 1995, Schultz et al. 1995), lieRen sich in primaren Ovarialkarzinomen nur
sporadisch Sequenzalterationen oder Deletionen im INK4a-Gen detektieren, wie aus Tab.4.1.
hervorgeht (Campbell et al. 1995, Rodabaugh et al. 1995, Schultz et al. 1995, Hatta et al.
1995, Marchini et al. 1997, Suh et al. 2000).

In der vorliegenden Studie zur pl6-Inaktivierung in Ovarialkarzinomen wurde neben der
bereits mehrfach untersuchten pl6-Inaktivierung durch Deletion und Mutation auch die
Proteinexpression immunhistochemisch sowie die CpG-reiche Exonl-Region bezlglich
Hypermethylierung untersucht.

In friiheren Studien zu p16-Mutationen, Deletionen und LOH in Ovarialtumoren lieBen sich
homozygote Deletionen lediglich in 2 muzinésen LMP-Tumoren sowie in je einem
muzindsen und serdsen Karzinom nachweisen (Campbell et al. 1995, Devlin et al. 1996,
Fujita et al. 1997). Die einzige detektierbare Deletion dieser Arbeit fand sich in einem
serdsen Ovarialkarzinom. Die Deletionsrate dieser Studie entspricht mit 1% den Ergebnissen
anderer Studien, deren Rate an Deletionen sich in berwiegender Mehrzahl zwischen 0-3%
belduft (s. Tab.4.1.). Zwei Studien berichten von 12% bzw. 14% nachgewiesener Deletionen
(Schultz et al. 1995, Ichikawa et al. 1996). Mdglicherweise hat die von Schultz et al. (1995)
als Detektionsmethode verwendete vergleichende Multiplex-PCR zu differierenden
Deletionsraten gefiihrt. Zudem handelte es sich in 50% der Tumoren um nicht-epitheliale,
uberwiegend benigne Ovarialtumoren und in den anderen 50% um epitheliale Tumoren, die
nicht genauer bezuglich ihrer histologischen Subtypen differenziert wurden.

In der Arbeit von Wong et al. (1997b) wird ohne Anwendung der Mikrodissektion eine
Deletionsrate von 7% angegeben, wobei diese in frihen Stadien (FIGO I und Il) auftraten.
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In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich in der PCR komplett negative Proben als
Deletion gewertet, schwach positive Banden galten als Nachweis flr ein ausreichend
amplifizierbares p16-Fragment in der Probe. Bei wenig Tumormaterial in der Probe fiel in der
Regel auch die &-Globin-Bande entsprechend schwécher aus. Unterschiedliche Deletionsraten
konnten nicht zuletzt aufgrund unterschiedlicher Bewertungskriterien zustande kommen,
wobei in der Arbeit von Ichikawa et al. (1996) mit einer homozygoten Deletionsrate von 12%
nicht auf diese Kriterien eingegangen wird. In der Studie von Wong et al. (1997b) lag in jenen
Féllen eine Deletion vor, in denen die Signalintensitdt im Tumor weniger als 25% der
Vergleichsprobe (Blutprobe) betrug.

Hinsichtlich der Detektion somatischer Mutationen decken sich die Ergebnisse dieser Arbeit
weitgehend mit jenen anderer Studien. Die Mutationsrate belief sich auf 8%, drei weitere
Studien fanden Mutationsraten von 6-7% (Schuyer et al. 1996, Fujita et al. 1997, Shih et al.
1997). Ahnlich wie bei Fujita et al. (1997), die ausschlieBlich in 2 muzindsen Tumoren (1
LMP-Tumor, 1 Karzinom) und 2 endometrioiden Karzinomen eine Mutation im untersuchten
Exon 2 ermittelten (= 6% aller Tumoren), lagen somatische Mutationen in dieser Studie
uberwiegend in muzindsen (2) und endometrioiden (3) Karzinomen vor. Bei Ichikawa et al.
(1996) belief sich die Mutationsrate nach alleiniger Sequenzierung ohne vorausgegangene
SSCP lediglich auf 2% (1 endometrioides Karzinom). In drei weiteren Studien ohne
Anwendung der Mikrodissektionstechnik zur Vermeidung von Kontamination mit
Normalgewebe lieBen sich keine somatischen Mutationen nachweisen (Rodabaugh et al.
1995, Schultz et al. 1995, Wong et al. 1997b). Allerdings wurde in der Studie von Wong et al.
(1997b) ausschliel3lich Exon 2 auf p16-Mutationen untersucht.

Bei den nachgewiesenen somatischen Mutationen handelte es sich fast ausschlieZlich um
Missense-Mutationen in unterschiedlichen Regionen des Gens, deren Auswirkungen auf die
Funktion des gebildeten Proteins nicht geklart sind. In keinem Fall lag eine Nonsense-
Mutation vor mit Entstehung eines vorzeitigen Stop-Codons, welches zur Synthese eines
unvolistandigen p16-Proteins gefiihrt hatte. Die in Fall 21 detektierte 6 bp-Insertion ist
identisch mit der durch Caldas et al. (1994) in der Pankreaskarzinom-Zelllinie CaPan-2
nachgewiesenen Insertion. Die somatische Mutation in Codon 76 (Fall 103) wurde ebenfalls
von Takeshima et al. (1996) sowie Milde-Langosch et al. (1999) beschrieben.

Neben den somatischen Mutationen fand sich mittels SSCP und nachfolgender
Sequenzierung eine relativ hohe Zahl an Polymorphismen, bei denen es sich um stille
Mutationen bzw. Aminosauresubstitutionen handelt, die als Keimbahnvarianten ohne Bezug
zur Karzinogenese angesehen werden (Hussussian et al. 1994, Zhou et al. 1994). Der in drei
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Fallen (Nr. 12, 66, 69) ermittelte Polymorphismus in Codon 140 entspricht einem schon
haufiger beschriebenen Polymorphismus, der zu einem Ersatz der Aminosaure Alanin durch
Threonin fihrt (Cairns et al. 1994, Hussussian et al. 1994, Kamb et al. 1994, Spruck et al.
1994, Zhou et al. 1994, Geradts et al. 1995, Fitzgerald et al. 1996, Olshan et al. 1997).

Auch der Polymorphismus in Codon 50 (Fall 31) fand bereits mehrfach Erwahnung (Tung et
al. 1996, Barker et al. 1997). In Codon 119 wurde ebenfalls ein Polymorphismus
beschrieben, der allerdings zu dem Aminoséure-Wechsel von Alanin gegen Serin flhrte
(Zhou et al. 1994, Gruis et al. 1995a), wahrend es in dieser Studie zu dem Austausch von
Alanin gegen Threonin kam.

Die vorliegende immunhistochemische Studie an 75 primdren epithelialen Ovarialkarzinomen
konnte aufzeigen, dass eine pl16-Inaktivierung - ersichtlich an der negativen nukledren p16-
Expression - in 13% der untersuchten Tumoren stattfindet, wobei typischerweise die
Subtypen der muzindsen und endometrioiden Karzinome bevorzugt betroffen sind. Dagegen
handelt es sich um ein eher seltenes Ereignis in der Hauptgruppe der Ovarialkarzinome, den
serds-papillaren Karzinomen. Endometrioide und muzindse Karzinome reprasentieren
insgesamt ca. 30% aller epithelialen Ovarialmalignome (Saigo et al. 1993). Es handelt sich
meist um gut bis méRig differenzierte, hdufig diploide Tumoren. p53-Mutationen finden sich
selten in diesen Tumortypen, wie durch die am gleichen Kollektiv durchgefiihrte Studie von
Kappes et al. (1995) belegt werden konnte. Im Gegensatz zu serésen Karzinomen, welche
charakteristischerweise eine hohe Rate an p53-Alterationen aufweisen (Fujita et al. 1994,
Kappes et al. 1995, Caduff et al. 1998), finden sich in muzindsen Karzinomen in 70-85% der
Félle K-ras-Mutationen (Enomoto et al. 1991, Cuatrecasas et al. 1997). Diese Alterationen
scheinen mit einem weniger aggressiven Phénotyp assoziiert zu sein, da K-ras-Mutationen
uberwiegend in gut differenzierten muzinésen Tumoren (Karzinome und LMP-Tumoren)
auftreten (Pieretti et al. 1995). Endometrioide Karzinome wiederum zeigen bevorzugt eine
bcl-2-Uberexpression (Diebold et al. 1996a).

Die in dieser Arbeit mittels Immunhistochemie und SSCP-Sequenzierung ermittelten
unterschiedlichen Raten an pl6-Inaktivierung in verschiedenen histologischen Subtypen
stitzen die Vermutung anderer Untersucher (Pieretti et al. 1995, Kappes et al. 1995, Diebold
et al. 1996b, Cuatrecasas et al. 1997), dass die histologischen Ovarialkarzinom-Subtypen
durch unterschiedliche genetische Defekte und ihre Kombinationen entstehen. Muzindse und
endometrioide Karzinome scheinen eine Untergruppe der Ovarialkarzinome zu sein, welche
sich durch seltene p53-Alterationen und haufige p16-Alterationen auszeichnen.
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Hypermethylierung der CpG-reichen Region des Exon 1 ist in letzter Zeit zunehmend als
dominierender Mechanismus der pl6-Inaktivierung in verschiedenen Malignomen
beschrieben worden, insbesondere in 67% der Harnblasenkarzinome (Gonzales-Zulueta et al.
1995), in 20-31% der Mammakarzinome (Herman et al. 1995, Hui et al. 2000), in 40% der
Colonkarzinome (Herman et al. 1995) sowie in 38% der Osophaguskarzinome (Wong et al.
1997a). Untersuchungen an Ovarialtumoren kamen hinsichtlich des Methylierungsstatus zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Fujita et al. (1997) konnten mittels methylierungssensitiver
Enzyme und PCR 18% Hypermethylierungen feststellen. Dabei  korrelierte
Hypermethylierung sehr gut mit fehlender mRNA-Expression (5/10  50%, i=0.001) und
immunhistochemisch negativer nukledrer p16-Expression (6/13  46%, i=0,002). In den 75
Ovarialkarzinomen der vorliegenden Studie handelte es sich bereinstimmend mit den
Ergebnissen von Fujita et al. (1997) bei der Hypermethylierung um den Hauptmechanismus
der p16-Inaktivierung. Ahnlich wie in Osophaguskarzinomen (Wong et al. 1997a) waren in
dieser Studie Hypermethylierungen mit 24% der untersuchten Félle deutlich frequenter als
Mutationen (8%) oder Deletionen (1%). In keinem Fall war eine Kombination von
somatischer Mutation und Hypermethylierung vorgekommen. Diese Beobachtung stitzt die
zuvor schon von Merlo et al. 1995 sowie Tanake et al. 1997 gedul3erte Vermutung, dass p16-
Hypermethylierungen nur in Tumoren mit p16-Wildtypsequenz auftreten und somit einen
alternativen Weg der p16-Inaktivierung zur Mutation und Deletion darstellen.

Unterschiede in der Rate detektierter Hypermethylierungen konnten daher riihren, dass
unterschiedliche Detektionsmethoden zur Anwendung kamen. Ichikawa et al. (1996) konnten
in 28 Primdrtumoren und 6 Zelllinien mittels Southern blot nach Behandlung mit
Restriktionsenzymen (Hindlll) und methylierungssensitiven Enzymen (Sacll bzw. Eagl)
keine Hypermethylierung der CpG-reichen Exonl-Region von pl6 nachweisen. Auch Shih et
al. (1997) fanden nach Anwendung methylierungssensitiver Enzyme und nachfolgender PCR
in 50 priméren Ovarialkarzinomen und 3 Zelllinien keine Hypermethylierungen. In einer
weiteren Studie von Ryan et al. (1998) an 23 priméren Ovarialkarzinomen lieR sich mittels
methylierungssensitiven Enzymen und Multiplex-PCR ebenfalls keine Hypermethylierung
der CpG-reichen p16-Exonl-Region nachweisen.

Im Gegensatz zu den erwéhnten Studien betrug die Detektionsrate bei Anwendung der
methylierungsspezifischen PCR in dieser Studie 24% (7/29 Fallen). Eine Erhéhung der
untersuchten Fallzahl mit besonderem Augenmerk auf weitere muzinése und endometrioide
Ovarialkarzinome fuhrte zu einer Steigerung der Detektionsrate auf 36% (16/44; Milde-
Langosch et al. 1998). Auch Fujita et al. (1997) konnten in 18% der untersuchten Falle
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Hypermethylierungen nachweisen, indem sie sich der Kombination von Restriktionsenzymen
und anschliefender Multiplex-PCR bedienten.

Die Beurteilung der pl6-Immunoreaktivitdit wird nach wie vor nicht -einheitlich
vorgenommen. Wahrend Geradts et Wilson (1996) in primaren Mammakarzinomen nukleér
komplett negative oder fokal negative pl6-Expression als abnorme Expression definierten,
sahen Dong et al. (1997) die starke nukleére p16-Expression als prognostisch entscheidendes
Kriterium an. Milde-Langosch et al. (1999) fanden in 81% der endometrioiden
Endometriumkarzinome eine negative oder fokal positive nukledre p16-Expression, konnten
jedoch nur 2 Mutationen mittels PCR-SSCP und Sequenzierung nachweisen. Fujita et al.
(1997) konnten in 37% der untersuchten Ovarialtumoren immunhistochemisch keine oder nur
schwache nukledre pl6-Expressionen nachweisen, was signifikant mit der detektierten
MRNA-Expression korrelierte. In der Studie von Sui et al. (2000) liel} sich in 43% der
untersuchten malignen Ovarialtumoren keine bzw. eine verminderte pl6-Expression
nachweisen. Der Verlust der p16-Expression korrelierte hierbei mit G2- und G3-Tumoren.

Die IHC-Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen mit 13% immunhistochemisch p16-negativen
Féllen jenen von Dong et al. (1997), in deren Studie 11% aller Ovarialkarzinome
immunhistochemisch keine pl6-Expression aufwiesen (s. Tab. 4.1.). Allerdings lag der
Schwerpunkt bei Dong et al. (1997) ahnlich wie bei Shigemasa et al. (1997) auf den p16-
Féallen mit stark positiver nukledrer pl6-Expression, welche mit Tumorprogression und
unglnstigerer Prognose assoziiert war. Auch in dieser Studie war pl16 in 19% der Falle
nukledr stark exprimiert, wobei nach wie vor unklar ist, welche Bedeutung dieser
beobachteten p16-Akkumulation zukommt. Es kdnnte sich um eine Abkopplung des pl6-
Proteins von der Zellzyklus-Kontrolle handeln, deren Mechanismus bislang unbekannt ist, der
aber moglicherweise zu einer Induktion und Akkumulation von p16 fuhrt (Dong et al. 1997).
Denkbar wére auch die Akkumulation des in der G1-Phase exprimierten pl6-Proteins
aufgrund dessen extrem langer Halbwertszeit mit zunehmender Zellzykluszahl (Ruas et
Peters 1998). Dadurch lieRBe sich partiell erklaren, warum pl6-Expression in stark
proliferierenden Tumoren starker vorzufinden ist als in normalen Zellen, in denen p16 nur
schwach exprimiert wird (Milde-Langosch et al. 2001). Mdoglicherweise ist die pl6-
Uberexpression als bedeutendes friihes Ereignis in der Tumorigenese der Ovarialkarzinome
zu werten (Shigemasa et al. 1997).

Ebenso unklar schien bislang die Rolle der zytoplasmatischen p16-Uberexpression zu sein.
Geradts et Wilson (1996) vermuteten noch unspezifische Markierungen des Zytoplasma,
wéhrend Shiozawa et al. (1997) zytoplasmatische p16-Markierungen als ,,Ruhezustand* des
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pl6-Proteins interpretierten. Eine jlingst erschienene Studie von Milde-Langosch et al. (2001)
konnte aufgrund einer vergleichenden Untersuchung der p16-Expression mittels Western blot
und IHC an Mammakarzinomen nachweisen, dass sowohl die nukledre als auch die
zytoplasmatische Immunoreaktivitat in Tumorzellen flir p16-Expression spezifisch ist. Hohe
pl6-Reaktivitdt im Zellkern oder Zytoplasma ging dabei in Mammakarzinomen mit einem
undifferenzierteren, maligneren Ph&notyp einher. In einer weiteren Studie an Mamma-
karzinomen fand sich zwar keine Assoziation zu klinischen und biochemischen
prognostischen Parametern, allerdings besallen die Patientinnen mit immunhistochemisch
hoher p16-Expression eine ungunstige Prognose, wahrend Patientinnen mit schwacher p16-
Expression die beste Prognose aufwiesen (Dublin et al. 1998). Anhand der in dieser Arbeit
untersuchten Ovarialkarzinome l&sst sich keine Aussage zur Prognose treffen. Die
funktionelle Bedeutung der zytoplasmatischen p16-Expression bleibt weiterhin unverstanden.

Von den in dieser Arbeit vorliegenden 10 Féllen ohne immunhistochemisch detektierbare
pl6-Expression waren 1 Fall Stadium | (25%) und 2 Falle Stadium Il (22%) (vgl. Tab.3.1.)
Auch wenn eine Tendenz sichtbar wird, sind diese Zahlen statistisch nicht signifikant (i =
0,068). Zudem ist aufgrund der niedrigen Zahl an FIGO I- und II-Tumoren die statistische
Aussagekraft eingeschrankt. Die Verteilung von p16-Anomalien in verschiedenen klinischen
Stadien zeigt, dass pl6-Inaktivierung durch Hypermethylierung oder Mutation ein friihes
Ereignis in der Tumorigenese der meisten Karzinome darstellt.

In der Arbeit von Ichikawa et al. (1996) war die Inzidenz der pl6-Inaktivierungen in
Primdrtumoren signifikant hoher in den fortgeschrittenen Stadien (7/29 FIGO Il und IV,
24%, 1=0,048) als in frihen Stadien (0/14, FIGO | und Il). Die pl6-Inaktivierung in
Ovarialkarzinomen war assoziiert mit dem Progress zu fortgeschrittenen Stadien (FIGO
HI/1V.

Fujita et al. (1997) fanden einen signifikant hufigeren Expressionsverlust des p16-Proteins
in low-grade Tumoren (G1 50%, G2 29%, G3 7,7%) sowie eine umgekehrte Korrelation mit
grenzwertiger Signifikanz zwischen pl6-Expression und klinischem Stadium (Stadium |
53%, Il 57%, 11l 19%, IV 17%, ii=0,056). Patientinnen mit aberrierender pl6-Expression
wiesen eine bessere Prognose auf, gemessen an der 5-Jahres-Uberlebenszeit.

In dieser Studie war der Expressionsverlust des pl6-Proteins tendenziell h&ufiger in Gl-
Tumoren vorzufinden, erreichte aber keine statistische Signifikanz (40%, i=0,068). 50% der
GI-Tumoren ohne p16-Expression waren muzingse Karzinome (3/6).

Der Mechanismus der pl6-Inaktivierung in den drei immunhistochemisch p16-negativen
Tumoren (Nr. 31, 108, E3) ohne Nachweis einer Deletion, Mutation oder Hypermethylierung
ist nicht geklart. Ebenso unklar ist die Bedeutung der Mutation des Nukleotids 72 in der
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Promoterregion bei Erhalt eines Wildtyp-Allels im immunhistochemisch negativen Fall 20.
Maglicherweise spielen regulatorische Prozesse auf Translationsebene oder durch die SSCP-
Analyse nicht erfasste Mutationen eine Rolle in der pl6-Inaktivierung dieser 4 Félle, bei
denen es sich um ein undifferenziertes und 3 endometrioide Karzinome handelt. Immerhin
waren einige Félle mit p16-Methylierung immunhistochemisch fokal bzw. schwach pl6-
positiv. Diese Beobachung lie3e sich durch eine mdglicherweise inkomplette Methylierung
oder eine Heterogenitat der pl6-Expression innerhalb des Tumors erklaren. Das Phdnomen
der minimalen p16-Expression trotz nachgewiesener Exon 1-Methylierung wurde ebenfalls in
der Mamma-Karzinom-Zelllinie T47D beschrieben (Herman et al. 1995).

In der Studie von Suzuki-Takahashi et al. 1997 (bte die Transfektion von Zellen aus
Zelllinien mit cDNA flr p16 einen signifikanten Effekt auf das Wachstum der Zellen sowohl
in Abhangigkeit vom pRB-Status als auch vom pl16-Status der Zelle aus. Denn obgleich
exogenes p16 das Wachstum von Zellen mit positiver pRB-Expression, aber fehlender p16-
Expression (pRB+/pl16- Zellen), hemmte, beeinflusste es Zellen vom Phanotyp pRB+/p16+
oder pRB-/p16+ nur wenig. Daher ist anzunehmen, dass der Deregulierung des RB-p16-
Rickkopplungsmechanismus durch p16-Defizienz eine bedeutende Rolle in Zellen ohne p16-
Proteinexpression zukommt (Suzuki-Takahashi et al. 1997).

In den letzten Jahren wurde die Existenz eines alternativen a-Transkriptes beschrieben,
welches von einem zweiten Promoter des INK4a-Lokus aus transkribiert wird und durch
Fusion eines alternativen Exon 1 (E1&) mit dem fur p16 identischen Exon 2 zustandekommt
(Quelle et al. 1995, Larsen 1996). Durch Splicing entsteht ein mit p16 nicht verwandtes
Protein: p14”%F beim Menschen bzw. p19** bei der Maus. Beide ARF-Proteine besitzen eine
Repressorfunktion im Zellzyklus.

Aufgrund des gemeinsamen Exon 2 erscheint es denkbar, dass pl6-Mutationen auch
gleichzeitig einen Effekt auf das ARF-Protein haben kdnnten. In dieser Studie fihrten zwei
detektierte Basensubstitutionen in den pl6-Codons 50 und 76 (Falle 31, 103) zu keiner
Anderung der p16-Aminosiuresequenz, bewirkten aber einen von Ruas et Peters (1998)
gleichfalls beschriebenen Aminosaure-Wechsel im ARF-Protein. Ahnliche Sequenzvarianten
wurden auch von Kamb et al. (1994) in einigen Melanom-Zelllinien nachgewiesen. Die
Mutation im p16-Codon 82 (Fall 103) fuhrte sowohl im p16-Protein als auch im ARF-Protein
zu einem Aminosaure-Austausch. Bei keiner dieser ARF-Mutationen handelte es sich um
eine Nonsense-Mutation mit Bildung eines vorzeitigen Stop-Codons, das ein verkirztes
Protein infolge vorzeitiger Termination verursacht hatte. Insgesamt flihrten 75% (3/4) der im
gemeinsam kodierenden DNA-Abschnitt festgestellten Basensubstitutionen zu einer
verdnderten ARF-Aminosdauresequenz. Die prozentuale Angabe dieser Studie weicht
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erheblich ab von den Ergebnissen von Ruas und Peters (1998), die anhand eines Vergleichs
zahlreicher Studien belegen konnten, dass 36% der pl6-Mutationen auch die ARF-
Aminosduresequenz beeinflussen. Nach wie vor ist jedoch unklar, inwiefern Alterationen des
ARF-Proteins beim Menschen an der Karzinogenese beteiligt sind.

Tab.4.1.: pl16-Aberrationen in Ovarial-Tumoren, Schwerpunkt primare Ovarialkarzinome

Autoren n 9pLOH  Homoz. Somat. | De novo- | pl6-neg. Sonst./
p16-Delet. Mut. Methyl. IHC Methoden
Chenevix-Trench 9lep.Tu | 37% Tu 20% ZL - - -
et al. 1994 10 ZL
Campbell et al. 67 Tu: 48% 1 (2%) 0 - - Keine Mikro-
1995 59 ep.Ca | (24/50) | (muz. Ca) dissektion
42 ser.
9 muz.
8 end.
Hatta et al. 21 Tu: - 0 0 - - K.A. zu histol.
1995 16 Ca Subtypen
Rodabaugh et al. 43 Tu: 31-38% 0Tu 0/18 Ca - - Keine Mikro-
1995 18 ep. Ca 50% ZL dissektion
(13 ser.
3end.
1 muz.
1 klarz.)
8ZL
Schultz et al. 115 Tu: 13% 14% Tu 0Tu - - K.A. zu histol.
1995 58 ep. Tu (5/40) (16/115) 1zL Subtypen;
12 ZL 25% ZL Keine Mikro-
(3/12) dissektion
Multiplex-PCR
Devlin et al. 33 Tu: 70% 1 (3%) - - -
1996 28 ep. Ca (muz.LMP)
Ichikawa et al. 49 Tu: 5% Tu 12% Tu: 1/49 (2%) | 0/28 Tu - Mikrodissek-
1996 37 ep. Ca (1/19) | 3/12 ser. (end. Ca) | 0/6 ZL tion; Southern
6 ZL 3/9 end. (keine SSCP blot nach
1/4 klarz. nur Sequ.) Restr.enz.
0/7 muz.
50% ZL
Schuyer et al. 32 Ca: - 17L 2 (6%) - - Keine Mikro-
1996 14 ser. (20%) (1 Klarz., dissektion:
7 end. 1 ser. Ca) 25-75% Tu,
4 muz. Kontamination
2 klarz. mit Normal-
4 sonst. gewebe
57L
Diese Studie 75 ep. Ca: - 1 (1%) 6 (8%) [7/29 (24%) 10 (13%) | Mikrodissek-
55 ser. (1 ser. Ca) 1 ser. 3/11 ser. 4 ser. tion;
8 end. 2 end. 2/8 end. 4 end. MSP (nach
6 muz. 3 muz. 1/6 muz. | 1 muz Mikrodissek-
6 und. 1/4 und. 1 und. tion)
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Autoren n 9pLOH  Homoz. Somat. | De novo- | pl6-neg. Sonst./
p16-Delet. Mut. Methyl. IHC Methoden
Fujita et al. 70 ep. Tu: - 2 (3%) 4 (6%) 8/43  22/60(37%) | Restr.enzyme/
1997 32 ser. Ca (1 ser. Ca, 1 muz. (18%) | 6/25ser. | Multiplex-PCR
12 muz. 1 muz. 2 end. 5/10 muz. | IHC: 22 neg.
12 end. LMP) 1 muz. LMP 7/12 end. |und schwach
9 klarz. (nur Ex. 2) 0/7 klarz. | pos. Félle
5LMP 4/6 LMP
Shih et al. 135 Tu: 45 % 2/88 (2%): | 1/15 (7%) | 0/50 Ca - Southern blot;
1997 88 Ca 1 end. (muz. LMP)| 0/3 ZL Methyl.sensit.
1171 1 muz. LMP| (nur Sequ.) Enz. und PCR
5/11 7L
(45%)
Dong et al. 190 Tu: - - - - 11% Ca
1997 159 Ca 8/18 muz.
Kanuma et al. 30 Tu - 5/30 (17%) | 4/30 (13%) - -
1997 1171 3/11 (27%) | 1/11 (9%)
Marchini et al. 42 Ca - 0 (PCR, 0 0 11/42 Keine Mikro-
1997 57L South blot) (26%) dissekt, Methyl.
sensit. Enzyme
Shigemasa et al. 32 Tu: - - 0 - *Western Blot
1997 24 Ca (1 silente * und IHC: p16-
6 LMP Mut.) Uberexpress.
2 benigne
Wong et al. 27 Ca - 2 (7%) 0 - - Keine Mikro-
1997b (Exon 2) dissektion
Ryan et al. 23 Tu: 4/22 0 - 0 - Methyl.sensit.
1998 10ser.Ca | (18%) Enzyme und
2 muz. Ca Multiplex-PCR
2 end. Ca fur Methyl.
8 klarz. Ca
2 LMP-Tu
Suh et al. 20 Ca - 0 0 19 (95%) - K.A. zu histol.
2000 MSP Subtypen;
Sui et al. 129 Tu - 0 - 40,4% (v. | pl6-Expression
2000 (103+26) 103 Tu) | vermindert; 26
Tu Western blot
Diese Studie 75 ep. Ca: - 1 (1%) 6 (8%) [7/29 (24%) 10 (13%) | Mikrodissek-
55 ser. (1 ser. Ca) 1 ser. 3/11 ser. 4 ser. tion;
8 end. 2 end. 2/8 end. 4 end. MSP (nach
6 muz. 3 muz. 1/6 muz. | 1 muz Mikrodissek-
6 und. 1/4 und. 1 und. tion)

Somat. Mut. = somatische Mutation, mittels SSCP und Sequenzierung detektiert; LOH = loss
of heterozygosity; Sequ. = Sequenzierung; K.A. = Keine Angaben
Tu = Tumor(en); Ca = Karzinom(e); ZL = Zelllinien; LMP = low malignant potential-Tumor
ser. = sergs-papillar; end. = endometrioid; muz. = muzinés; klarz. = klarzellig; gem. =
gemischt; und. = undifferenziert; sonst. = sonstige; - = nicht untersucht; Ex. = Exon; histol.
= histologisch; MSP = methylierungsspezifische PCR; Restr.enz. = Restriktionsenzyme;
Methyl.sensit. Enz. = Methylierungssensitive Enzyme; South. blot = Southern blot

1

Negative p16-Expression durch Western blot-Analyse ermittelt
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4.2. Diskussion der Methoden

In dieser Studie kam die Methode der Mikrodissektion zur Anwendung, um gezielt moglichst
nur Tumorzellen fir die DNA-Amplifikation mittels PCR zu gewinnen und eine
Kontamination mit normalen Zellen weitgehend zu vermeiden. Andere Forschungsgruppen
(Tab.4.1.) konnten ohne Anwendung der Mikrodissektion eine geringere Zahl an somatischen
Mutationen detektieren. So untersuchten Schultz et al. (1995) sowie Campbell et al. (1995)
Paraffinschnitte auf p16-Mutationen, deren Gehalt an Tumorzellen mindestens 50% betrug.
Schultz et al. (1995) konnten keine somatischen Mutationen nachweisen und bei Campbell et
al. (1995) belief sich die Detektionsrate auf nur 2%, vermutlich aufgrund der Kontamination
mit normalen Zellen, da z.T. nur 50% Tumorzellen zur Untersuchung vorlagen. Bei
Anwendung der selektiven und hochsensitiven PCR bleiben Mutationen dadurch oftmals
unentdeckt, da kontaminierendes Normalgewebe dominiert.

Die PCR diente als Grundlage fur die Durchfuhrung der SSCP- und Sequenzierungsanalyse.
Bei der Untersuchung von in Paraffinblocken fixiertem Gewebe erwies sich die PCR als eine
gut geeignete Methode zur effizienten Amplifikation von darin enthaltener DNA. Dabei
lieRen sich aus frisch angefertigten Paraffinschnitten ausreichende Mengen an spezifischer
DNA amplifizieren, die fur die SSCP- und Sequenzierungsanalyse weiter verwertet werden
konnte.

Die SSCP gilt als effektive Methode zur qualitativen Bestimmung von DNA mit einer
Sensitivitat von 70-95% (Hayashi et Yandell 1993, Okamoto et al. 1994). Entscheidend fur
eine optimale exponentielle Amplifikation mittels PCR ist die Beriicksichtigung der DNA-
Segmentlange, da die SSCP optimalerweise DNA-Segmente bis zu einer L&nge von 400
Basenpaaren nachweisen kann, wahrend die Amplifikation grofRerer DNA-Segmente zu
ungenauen Ergebnissen fuhrt. Gemal Untersuchungen von Sheffield et al. 1993 ist die
Sensitivitat der SSCP-Analyse fir Segmente bis 200 Basenpaaren am grofBten. Die
Sensitivitat fur die SSCP-Analyse von PCR-Produkten mit einer durchschnittlichen L&nge
von 255 Basenpaaren wird auf 70% geschéatzt (Sheffield et al. 1993, Campbell et al. 1995).
Dieser Tatsache wurde in der vorliegenden Arbeit Rechnung getragen, indem das langere
Exon 2 in zwei Uberlappenden Abschnitten (Exon 2a und 2b) mittels PCR amplifiziert wurde.
Samtliche PCR-Produkte bestanden aus weniger als 350 Basenpaare. In 7 Féllen fiel in der
SSCP ein mutationsverdachtiges Laufmuster auf. In 6 Fallen konnte eine somatische
Mutation mittels Sequenzierung bestatigt werden. Lediglich in einem Fall, dem
immunhistochemisch pl6-negativen Fall 53, lag trotz abweichendem Laufmuster die
Wildtypsequenz vor. Nach Hayashi et Yandell (1993) liegt die falsch negative Rate bei der
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SSCP unter 10%. Okamoto et al. (1994) konnten diese Angabe anhand einer vergleichenden
Analyse von Primadrtumoren unterschiedlichen Ursprungs mittels SSCP und Sequenzierung
bestatigen.

Die SSCP-Analyse ermdglicht im Sinne eines ,,Mutationsscreenings® die Detektion von
Mutationsbanden, sie erlaubt jedoch keine endgltige Differenzierung der Punktmutationen.
Zwar lasst das im korrespondierenden Normalgewebe gleichermalRen verdnderte
Bandenmuster mit grofer Wahrscheinlichkeit auf einen naturlichen genetischen
Polymorphismus schlieBen, wie es in dieser Studie bei vier Polymorphismen auch der Fall
war, wie durch Sequenzierung bestatigt wurde. Letztendlich kann die Frage, ob die in der
SSCP detektierte Punktmutation einen Aminosédurewechsel bewirkt oder eine stille
somatische Mutation darstellt bzw. einen nattrlichen genetischen Polymorphismus, nur durch
eine Basensequenzanalyse beantwortet werden. Auch kann die SSCP oftmals nicht zwischen
unterschiedlichen Basensubstitutionen an der gleichen Nukleotidposition differenzieren, da
sie zu einem &hnlichen aberrierenden Bandenmuster fiihren (Sheffield et al. 1993). Zu diesem
Zweck kam in dieser Arbeit die Methode der direkten DNA-Sequenzierung zur Anwendung.
Dieses direkte Verfahren bietet den Vorteil, auf die Verwendung von radioaktiven Nukliden
verzichten zu kdnnen.

Fur die Methylierungsanalyse wurde in dieser Studie auf die Methode der
methylierungsspezifischen PCR (MSP) zuruickgegriffen, die bereits bei Herman et al.(1996)
in mehreren Aspekten anderen Detektionsmethoden gegeniber als vorteilhafter gewertet
wurde. So wird fur Southern blot-Hybridisierung eine gréRere Menge hochmolekularer DNA
benotigt (5ug oder mehr), zudem kann Methylierung nur durch die methylierungssensitiven
Restriktionsenzyme detektiert werden, wenn prozentual gesehen mehr Allele methyliert sind.
Uberdies werden nur Methylierungen in jenen CpG-Regionen nachgewiesen, deren
Sequenzen auch von den Restriktionsenzymen erkannt werden. Eine sensitivere Methode der
Methylierungsanalyse stellt eine Kombination aus der Anwendung methylierungssensitiver
Restriktionsenzyme und PCR dar: Nach DNA-Bearbeitung durch die Enzyme werden Gber
Primer, die nur die methylierungssensitiven Restriktionsregionen flankieren, mittels PCR jene
methylierten DNA-Fragmente amplifiziert. Wie beim Southern blot wird auch bei dieser
Methode nur Methylierung nachgewiesen, die in CpG-reichen Regionen vorliegen, die durch
methylierungssensitive Enzyme identifiziert werden konnen. Schwierigkeiten ergeben sich
bei inkompletter Restriktion, die ein falsch positives Methylierungsergebnis zur Folge hat,
sowie bei einer niedrigen Zahl methylierter Allele (Herman et al. 1996, Wong et al. 1997a).
Bei der MSP handelt es sich um eine PCR-Methode, mit der sensitiv und spezifisch in
praktisch jeder CpG-reichen Region Methylierungen detektiert werden konnen. Hierzu
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kommen spezifische Primer zur Anwendung, die in bisulfitmodifizierter DNA methylierte
von unmethylierter DNA differenzieren konnen, da durch die Bisulfitmodifikation
detektierbare  Sequenzunterschiede entstanden sind.  Selbst  bei  inkompletter
Bisulfitmodifikation wird die unmodifizierte DNA nicht durch die fur modifizierte DNA
spezifischen Primer erkannt. Es entsteht daher - anders als bei inkompletter Restriktion durch
methylierungssensitive Enzyme - kein falsch positives Ergebnis. Auch die Fahigkeit der
Primer zur Unterscheidung zwischen methylierten und unmethylierten Allelen wird durch
inkomplette Modifikation nicht beeintrachtigt.

Die MSP weist eine hohe Sensitivitat auf: Nach Untersuchungen von Herman et al. (1996)
waren nach Vermischen von methylierter DNA mit unmethylierter DNA 0,1% an
methylierter DNA (ca. 50 pg) in einer normalerweise unmethylierten Probe nachweisbar. Sie
ist demnach deutlich sensitiver als die Southern-blot-Analyse, ermoéglicht die spezifische
Detektion methylierter Allele auch in geringer Zahl sowie die Untersuchung kleiner DNA-
Proben, auch anhand von Material aus Paraffinblocken.

Auch wenn nach Herman et al. (1996) eine maRige Kontamination mit nichtmethylierten
Normalzellen keinen Einfluss auf den Nachweis von Methylierungen haben soll, kam in
dieser Studie zur Reduktion stérenden Nichttumorgewebes eine grobere Mikrodissektion zu
Anwendung, bei der sicher 50-90% Tumorzellen gewonnen wurde.

Bezuglich des Methylierungsstatus des p16-Gens in Ovarialkarzinomen bestehen zwischen
den Ergebnissen dieser Arbeit und jenen anderer Studien z.T. betrachtliche Unterschiede: Die
Detektionsrate belief sich in dieser Arbeit auf 24% (7/29 Féllen), die mit Hilfe der MSP
ermittelt werden konnten. Lediglich Fujita et al. (1997) konnten ebenfalls in 18% der
untersuchten Falle Hypermethylierungen nachweisen, indem sie sich der Kombination von
Restriktionsenzymen und anschlieBender Multiplex-PCR bedienten. Weder Ichikawa et al.
(1996) noch Shih et al. (1997) konnten mittels Southern blot bzw. Anwendung
methylierungsspezifischer Enzyme und nachfolgender PCR Hypermethylierungen in
primédren Ovarialkarzinomen oder Zelllinien nachweisen. Maoglicherweise hat die im
Vergleich zu den ubrigen Detektionsmethoden hohere Sensitivitdt der MSP zu diesen
unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt.

Mittels Immunhistochemie lasst sich sehr gut die Expression von pl6 in Ovarialgewebe
ermitteln. Sie stellt daher eine gut geeignete Methode zum Nachweis von p16-Inaktivierung
in Ovarialkarzinomen dar und ermdglicht dartber hinaus auch die Feststellung einer p16-
Uberexpression. Geradts et al. (2000) bestatigten in einer kiirzlich erschienenen Studie, dass
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der in dieser Studie verwendete monoklonale Priméar-AntikOrper gegenliber 3 anderen - z.T.
auch polyklonalen - pl16-Antikdrpern die grofite Spezifitat hinsichtlich der pl6-Expression
besitzt. Die z.T. starke zytoplasmatische Markierung wurde auch in dieser Studie beobachtet
und erschwerte in einzelnen Féllen die Beurteilung der Zellkernmarkierung.

Insgesamt stellt die IHC eine sensitive und gut einsetzbare Methode zum Screening von p16-
Alterationen dar (Kinoshita et al. 1996). In der vorliegenden Studie lagen in 70% der Félle
mit Verlust der pl16-Expression (7/10) somatische Mutationen, Methylierungen sowie eine
Deletion vor. In 3 Fallen lie3 sich mit den angewandten Methoden keine Erklarung fiir den
immunhistochemischen p16-Expressionsverlust finden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurden 75 in Paraffin eingebettete epitheliale Ovarialkarzinome
(55 serts-papilléare, 8 endometrioide, 6 muzinése, 6 anaplastisch-undifferenzierte Karzinome)
einer Deletions- und Mutationsanalyse des pl6-Tumorsuppressorgens (Exon 1, 2) mittels
PCR und SSCP unterzogen. In mutationsverddchtigen Fallen wurde anschlie3end eine nicht-
radioaktive DNA-Sequenzanalyse vorgenommen. In allen Fallen wurde immunhistochemisch
die Expression des p16-Proteins untersucht. In insgesamt 29 Fallen erfolgte eine Analyse des
Methylierungsstatus in der CpG-reichen Region des pl6-Exon 1 mit Hilfe der MSP.
Untersucht wurden hierbei sé&mtliche immunhistochemisch pl16-negativen Félle, alle
endometrioiden und muzindsen Karzinome, 11 serts-papillare sowie 4 anaplastisch-
undifferenzierte Karzinome.

Deletionen und Mutationen waren ein eher seltenes Ereignis in den untersuchten
Ovarialkarzinomen. In einem serés-papillaren Karzinom fand sich eine homozygote Deletion.
Dieser Fall wies auch immunhistochemisch keine nukleédre p16-Expression auf.

Mittels SSCP wurden in 14 Fallen aberrierende Bandenmuster festgestellt. Durch
Sequenzierung dieser Falle fanden sich 6 Polymorphismen sowie in 6 Féllen somatische
Mutationen, darunter Mehrfachmutationen. In 2 Fallen lag trotz aberrierendem SSCP-
Bandenmuster die Wildtypsequenz vor. Bei den somatischen Mutationen handelte es sich um
eine 6bp-Insertion sowie um 11 Punktmutationen, darunter 7 Missense-Mutationen und 3
silente Mutationen sowie eine heterozygote Mutation im Nukleotid 72 der nichtkodierenden
5"-Promoterregion des Exon 1. Immunhistochemisch waren 3 dieser Félle ebenfalls pl16-
negativ und 2 schwach/fokal positiv.

Hypermethylierung der CpG-reichen Region des pl6-Exon 1 erwies sich mit 24% der
untersuchten 29 Fdalle als die h&ufigste Form der p16-Inaktivierung. Hypermethylierungen
traten bei allen histologischen Subtypen gleichermallen auf. S&mtliche 7 Tumoren waren
immunhistochemisch p16-negativ (3) oder schwach bzw. fokal positiv (4).

Bei Betrachtung der Verteilung samtlicher p16-Aberrationen auf die histologischen Subtypen
fiel auf, dass pl6-Aberrationen in 69% der untersuchten muzindsen und in 63% der
endometrioiden Ovarialkarzinome nachweisbar waren und somit in diesen Subtypen h&ufig
vorkamen. In der Hauptgruppe der epithelialen Ovarialkarzinome, den serds-papillaren
Karzinomen, waren sie mit 9% hingegen ein vergleichsweise seltenes Ereignis (s. Tab.3.6.).
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Die detektierten pl6-Basensubstitutionen wurden dahingehend untersucht, inwiefern sie
gleichzeitig auch einen Effekt ausiibten auf das alternative a-Transkript (p14°7F), welches
ebenfalls vom Exon2 des INK4a-Lokus aus transkribiert wurde. 4 der 15 verschiedenen p16-
Basensequenzénderungen betrafen den DNA-Abschnitt des Exon2, der beide Proteine
kodierte. 3 dieser 4 Basensubstitionen fiihrten zu einer verdnderten ARF-Aminosdauresequenz.
In einem Fall wirkte sich die Basensubstitution nur auf die Aminoséure-Frequenz von pl6
aus, im ARF-Protein fand hingegen kein Aminosaurewechsel statt.

Tendenziell waren p16-Aberrationen mit fortgeschrittenen Tumorstadien (FIGO 111 und 1V)
assoziiert (s.Tab. 3.8.). Den Untersuchungsergebnissen zufolge besteht zudem eine
Korrelation zwischen dem Differenzierungsgrad und nachweisbaren p16-Aberrationen,
insbesondere Methylierungen. Es lies sich eine Assoziation zu hohem Differenzierungsgrad
feststellen. Aufgrund der geringen Fallzahl ist es jedoch problematisch, von einer Signifikanz
zu sprechen. Hierzu musste in zukinftigen Studien eine grofRere Fallzahl beziiglich des
Methylierungsstatus untersucht werden.

Ausblick

Aus dieser Arbeit geht hervor, dass pl6-Aberrationen gehauft in bestimmten Subtypen der
epithelialen Ovarialkarzinome vorkommen. Es erscheint sinnvoll, eine groliere Fallzahl dieser
Subtypen zu untersuchen, insbesondere auch hinsichtlich zukinftiger Therapieoptionen, z.B.
der Gentherapie. Untersuchungen an Ovarial-Zelllinien und Nacktmdusen mit Transfektion
von pl6 mittels Adenoviren haben sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt, dass p16 in der
Lage ist, effektiv Tumorwachstum zu hemmen i.S.e. Gentherapie bzw. Tumor-Suppressor-
Therapie (Modesitt et al. 2001, Murphy 2001). Auch Allay et al. (2000) fanden heraus, dass
ein adenoviraler Vektor, der Wildtyp-p16 enthielt (Adpl6), eine hohe Transduktionsrate in
Prostatakrebszellen sowohl in vitro als auch in vivo erzielte. Nach Injektion von Adpl6 in
Prostatatumoren wurde das Transgen durch den adenoviralen Vektor bis zu 14 Tage lang
exprimiert. Wildtyp-p16 hemmte die Proliferation von Prostata-Karzinomzellen in vitro und
supprimierte Tumorwachstum in vivo. Bei der pathologischen Untersuchung wiesen die
Adp16-behandelten Tumoren dosisabhédngige Nekrosen und Fibrosierungen auf. Allay et al.
(2000) halten den Tumorsuppressor p16 bzw dessen Gen p16™** fiir einen geigneten
Ansatzpunkt einer noch zu entwickelnden Gentherapie. Auch Murphy (2001) und Modesitt et
al. (2001) kommen zu dem Schluss, dass eine adenoviral-vermittelte p16-Expression in vivo
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bei Nacktmdusen effizienter zu sein scheint bezliglich der Suppression von Ovarialtumoren,
aber auch anderen Tumortypen. Offensichtlich ist ein Teil der wachstumshemmenden
Aktivitat von pl16 unabhéngig von pRb. Eine weitere Arbeitsgruppe fand heraus, dass p16-
Expression zu einer Down-Regulation des Angiogenesefaktors VEGF (Vascular endothelial
growth factor) fuhrt und darlber in der Lage ist, in Nacktm&usen die Angiogenese zu
hemmen (Harada et al. 1999). Auch im Hinblick auf unterschiedliche
Chemotherapiesensibilitat bei Adpl6-Therapie besteht noch Forschungsbedarf. Grim et al.
(1997) konnten eine Chemoresistenz gegenuber Paclitaxel und Cisplatin in Ovarial-
Malignomen nachweisen, die mit Adpl6 behandelt wurden. Andererseits lieen sich
bestimmte Lungentumoren durch Adpl6-Behandlung radiosensibilisieren (Kawabe et al.
2000). Zukinftiges Ziel konnte die Kombination von Gentherapien mit sog.
Standardtherapien des Ovarialkarzinoms sein, wobei geeignete Therapeutika bzw.
Therapieformen fur den jeweiligen Tumortyp zu identifizieren wéren.
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Bildanhang

Bild 1: p16-Immunhistochemie: Serts-papilldres Adenokarzinom (Fall 25) mit negativer nukleérer
pl6-Proteinexpression, Zytoplasma mit 3-fach positiver pl6-Expression. VergroRerung 400-fach.
Pfeil: p16-negativer Zellkern

Bild 2: p16-Immunhistochemie: Serds-papilléres Adenokarzinom (Fall 29) mit starker nukledrer p16-
Exprssion (3-fach positiv) und schwacher zytoplasmatischer p16-Expression. Pfeile zeigen positive
pl6-Expression in Stromazellen. 400-fache Vergrofierung.

Pfeil: Zellkern mit dreifach positiver p16-Expression
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Bild 3: pl6-Immunhistochemie: Serds-papilldres Adenokarzinom (Fall 100), 1-3-fach positive
nukledre p16-Expression, zytoplasmatische Expression 3-fach positiv, 400-fache Vergréfierung.

Bild 4: p16-Immunhistochemie: positive nukleére p16-Expression in Normalgewebe (Fall 45), 200-
fache VergrolRerung. Pfeil: Stromazelle mit positiver nukleérer p16-Expression
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6 90
tntn

Bild 5: Vergleichende PCR-Analyse zur Detektion von homozygoten Deletionen in
Tumorgewebe (t) und Normalgewebe (n) nach Mikrodissektion der Félle 6 und 90;
oben: p16-Banden, unten: 4-Globin-Banden (B); Fall 90: Nachweis einer p16-Deletion,
erkennbar an fehlender p16-Bande

Bild 6: Methylierungsspezifische PCR (MSP) nach Bisulfit-Behandlung der DNA

aus Tumorgewebe: u = Primer fir unmethylierte DNA, m = Primer fur methylierte
p16-5"-Region. Methylierung der 5"-CpG-reichen Region fand sich in den Fallen 53
und 104 (Fall 104 wurde mit freundlicher Genehmigung von Fr. Dr. K. Milde-Langosch
abgebildet). Aufgrund gleichzeitig prasenter Zellen aus Normalgewebe fand in Fall 53
eine Amplifikation mit beiden Primerpaaren statt, erkennbar an zwei Banden (m, u). Im
Fall 6 war die p16-5"-Region unmethyliert.
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e
-

Exon 2a ~ Exon2b

Bild 7: SSCP-Analyse von p16-Exon 1 und p16-Exon 2, aufgeteilt in zwei Fragmente (Exon 2a und
2b). Aberrierende Banden sind in 6 Féllen erkennbar (Pfeile): Fall 20: Endometrioides Karzinom, Fall
21: Muzinoses Karzinom, Fall 31: Endometrioides Karzinom, Fall 103: Muzindses Karzinom, Fall 7
(=ET7): Seros-papillares Karzinom, Fall 41: Seros-papilléares Karzinom (Fall 41 wurde mit freundlicher
Genehmigung von Fr. Dr. K. Milde-Langosch abgebildet; Milde-Langosch et al. 1998). Die
identischen aberrierenden Banden in den Féllen E7 und 41 wurden durch einen Polymorphismus
verursacht, der mittels Sequenzierung in beiden Féllen nachgewiesen wurde.


http://www.pdfdesk.com

104

sATGG AGCCTTCGGCTG ACTGGCTGGCCACGGCCACGGCCG CG‘IGCGC‘F

1 g0 100 110 120 130

6-Basenpaar-Insertion

CATGG AGCCTTCGGCTG ACTABGCTGEGACCACGACCGCAGCECC
|0 100 110 120

wit

Bild 8: Sequenzanalyse nach SSCP-Analyse und DNA-Reamplifikation. Fall 21: Muzindses
Karzinom, aberrierende Banden in der SSCP-Analyse. Die direkte Sequenzierung ergab eine 6-
Basenpaar-Insertion mit Duplikation von Codon 9/10. wt = Wildtyp-Sequenz. Eckige Klammer : 6-
Basenpaar-Insertion; Unterstrichene Basenpaare (ATG; 1) = Codon 1
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