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1. EINLEITUNG

Das Wachstum eines Gewebes oder Organs vollzieht sich durch Zunahme der Zellzahl
und/oder der ZellgrofRe. Im Laufe der Entwicklung gehen aus einer einzigen menschlichen
Keimzelle 10" Zellen hervor. Nach dem Reifeprozef? bleibt die Zellzahl konstant. Jedoch geht
die Zellteilung bel einigen Zellen wie beispielsweise den Zellen des Gastrointestinaltrakt, der
Haut und des Knochenmarks weiter. Taglich missen abgestorbene Zellen durch neue ersetzt
werden. Dieser Erneuerungsprozefd unterliegt einem sehr strengen Zellteilungsmechanismus

(Zellzyklus), dessen Storung u.a. ein unkontrolliertes Wachstum (Tumorbildung) zufolge
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haben kann. Krebs ist keine einheitliche Krankheit, sondern ein Oberbegriff fir verschiedene
Formen maligner Erkrankungen. Nahezu jedes Gewebe unseres Korpers ist in der Lage,
Tumoren zu bilden, oft sogar unterschiedliche Typen. So ist es auch beim Pankreaskarzinom,
dessen Tumoren nach Zelltyp und -funktion klassifiziert werden. Man unterscheidet z.B.
zwischen Sarkomen (seltene Bindegewebstumoren) und Karzinomen, die aus Epithelzellen
hervorgehen. Letztere teilen sich wiederum in exokrine sowie endokrine Tumoren. Das am
haufigsten auftretende Karzinom der Bauchspeicheldrise weist eine Differenzierung
entsprechend den exokrinen Gangepithelzellen auf. Plattenepithel- und Azinuszellkarzinome
werden sehr selten beobachtet (Cubilla et al., 1984; Eskelinen et a., 1992). Durch
tumorbiologische Erkenntnisse aus der letzten Zeit weil3 man heute, dal3 Krebs im Prinzip
genetisch bedingt ist. Unabhangige genetische Verdnderungen verleihen den betroffenen
Zellen einen selektiven Wachstumsvorteil. Die Akkumulation mehrer Genveranderungen und
moglicherweise auch deren zeitliche Abfolge sind wesentliche Grundbedingungen fur die
maligne Transformation (Fearon et al., 1990).



Zwei Klassen von Genen, die zusammen nur einen kleinen Anteil der gesamten Ausstattung

einer Zelle ausmachen, sind wesentlich fur Krebsentstehung verantwortlich: Onkogene[| und
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Abb. 1.1: Ein Karyotyp des Pankreaskarzinoms (Brat et a., 1997) zeigt hdufig einen Verlust des genetischen
Materials auf fast jedem Chromosom. Das Phdnomen der genetischen Instabilitdt wird auch bei anderen
Krebsarten beobachtet. Bei Pankreaskarzinomen treten die Verluste in den Chromosomen 9, 17 und 18 sehr
haufig auf chromosomale Regionen auf, auf denen wachstumsregulierende Gene (Tumorsuppressorgene)

lokalisiert sind.

Onkogene:
Onkogene sind aktivierte Formen zelluldrer Proto-Onkogene, die die Zellproliferation und —

Differenzierung fordern. K-ras ist beispielsweise ein Proto-Onkogen und Mitglied der ras-
GenfamilieE.I K-ras und seine Homologe kodieren fir ein 21 KD Protein. Diese Proteine sind
an der SignalUbertragung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren betelligt (Barbacid, 1987).
Ein extrazelluréres Signal bewirkt Uber GAP (GTPase activating protein) die Bindung von
GTP an das Ras-Protein. Der GTP-Ras- Komplex leitet das Signal in der Zelle weiter. Dadie
Ras-Proteine Uber eine GTPase-Aktivitat verfugen, wird der aktive GTP-Ras-Komplex in
inaktives GDP-Ras umgewandelt und die Signal Gibertragung ist somit beendet. Mutationen im

K-ras-Gene wirken dominant (d.h. die onkogene Aktivierung bedarf nur der Verénderung in

! Man unterscheidet fiinf funktionelle Hauptgruppen von Onkogenen: 1) sezernierte Wachstumsfaktoren. 2)

Zelloberflacherezeptoren. 3) Komponente des intrazelluldren SignalUbertragungssystems. 4) DNA-bindende
Transkriptionsfaktoren. 5) Bestandteile der Kaskade von Cyclinen, cyclinabhéngigen Kinasen und
Kinaseinhibitoren, die den Fortgang des Zellzyklus steuern.

2 Drei Mitglieder dieser Genfamilie sind: zelluléres K-ras, homolog zu dem viraden Gegenstiick v-K-ras
(Kirsten murine sarcoma virus), H-ras mit Homologie zu Harvey murine sarcoma virus und eine weitere

Spleil¥form von H-ras, bekannt als N-ras.



einer der beiden Genkopien) und beschrénken sich in der Regel auf somatische Zellen. Das fir
K-ras Protein codierende Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 12 |okalisiert, dessen
Produkt im Cytosol synthetisiert, nach der Trandation modifiziert und in seinen Zielort
(Innenseite der Plasmamembran) befdrdert wird.

In einer Reihe von Tumoren findet man haufig Punktmutationen im K-ras-Gen. Dabei treten
Mutationen besonders haufig im Kodon 12 (seltener in den Kodons 13 und 61) auf (Boset a.,
1987; Capella et a., 1991; Hruban et al.,1993). Durch Aminosauresubstitutionen im Kodon
12 verliert das Ras-Protein seine GTPase-Aktivitét, was zu einer Gberméldigen zelluldren
Stimulation fdhrt. Im duktalen Pankreaskarzinom beobachtete man eine nahezu 100%ige
Mutationsrate im K-ras-Gen (DiGiuseppe et a., 1994). Bei anderen Karzinomen (Dickdarm-,
Lungen-, Brust- sowie Blasenkrebs) wurde im Vergleich Uber eine niedrigere Mutationsrate
berichtet (ca. 50%).

T umor suppr essor gene:

Ein weiteres Merkmal der entarteten Krebszellen ist die Inaktivierung verschiedener
Tumorsuppressorgene. |hre Produkte sind in normalen Zellen wirksame Antagonisten gegen
proliferationsinduzierende Proteine. Im Unterschied zu Onkogenen bedarf der
Funktionsverlust bei Tumorsuppressorgenen der Inaktivierung beider Allele. Diese
Inaktivierung geschieht in den Krebszellen in der Regel durch eine Mutation in einem Alldl,
gefolgt vom Verlust des zweiten Allels in Form einer Deletion. Selten geschieht auch der
Verlust beider Allele ausschlief3dich durch chromosomale Stiickverluste.

Zu den wichtigsten und gut charakterisierten Tumorsuppressorgenen gehoért das TP53-Gen,
das auf dem kurzem Arm des Chromosoms 17 lokalisiert ist. Mehr als 50% aller Tumorarten
weisen einen Defekt in diesem Gen auf (Barton et al., 1991; Levine et a., 1994). Das Produkt
vom TP53 fungiert in einer normalen Zelle durch Bildung eines Tetramer-Molekils als
Transkriptionsfaktor (Vogelstein, 1992) und steuert dadurch die Transkription weiterer GeneE!
die letztendlich wachstumshemmend wirken (Chen et al., 1990). Seine weitere Funktion
besteht in der Einleitung des programmierten Zelltods, der Apoptose. Dieser Mechanismus
tritt u.a. dann auf, wenn die Zelle DNA-Schéden ausgebildet hat, die irreparabel sind (Jacks et

al., 1996). Eine Besonderheit dieses Gens ist neben seiner suppressiven Eigenschaft die

3 Zu diesen p53-abhéngigen-Genen gehdren zum Beispiel p21 (inhibiert einige cyclin-cyclin-abhéngige Kinasen,
hindert den Zellzyklus); Bax (Mitglied der BCl2-Familie und leitet die Apoptose) und GADD45
(ist in dem DNA-Reparatursystem involviert).



ebenfalls postulierte onkogene Aktivitéat (Levine et a., 1991). Das mutierte Protein ist in der
Lage mit dem Wildtyp zu interagieren. Dieser Komplex ist jedoch nicht mehr fahig, die
Promotorregion des Zielgens zu aktivieren (dominant negativ).

Ein zweites Tumorsuppressorgen, das in die Tumorigenese der Bauchspeicheldriise verwickelt
zu sein scheint, ist das p16-Gen (lokalisiert auf dem Chromosom 9p21). Die Inaktivierung
dieses Gens wurde in 96% der Pankreaskarzinome beobachtet, wobei sich der
Funktionsverlust in 43% der Félle auf homozygote Deletion, d.h. auf Verlust beider
Genkopien bezieht. Uber 40% der Inaktivierung geschieht in diesem Gen durch Deletion in
einer und Punktmutation in der anderen Genkopie (Schutte et al., 1997). Eine weitere
Inaktivierungsform dieses Gens besteht in der Hypermethylierung seiner Promotorregion
(Merlo et a., 1995). Dadurch kann der Transkriptionsfaktor nicht an diese Region binden und
somit ist die Genexpression unterbunden. Diese Form des Expressionsverlustes wurde in 10%
der Karzinome beobachtet (Reed et al., 1996; Schutte et al., 1997). Mutationen im pl16-Gen
wurden zuerst in Melanomen entdeckt. Kurze Zeit spéter hat man bei den anderen Tumorarten
Punktmutationen in diesem Gen nachweisen kénnen. Daher wird dieses Gen in der Literatur
auch als MTSL (Multiple tumor suppressorgene locus 1) bezeichnet. Das P16-Gen codiert fir
ein Protein, das durch Bindung an die zellteilungsregulierenden bzw. Zellzyklus-Proteine
(Cycline und cyclin-abhangige Kinasen) die Fortsetzung der Mitose inhibiert (Kamb et al.,
1994).

Ein weiteres Suppressorgen wurde kirzlich im Pankreaskarzinom entdeckt, das aufgrund
seiner haufigen Inaktivierung in Pankreastumoren als ein tumorspezifisches Suppressorgen
postuliert wird (Schutte et a., 1996). Dieses Gen, das DPC4-Gen (deleted in pancreas
carcinoma locus 4) genannt wurde (Hahn et al., 1997), liegt auf Chromosom 18q21.1D und
weist eine 75-85%ige Homologie zum DrosophilaGen Mad (mothers against dpp) auf,
welches in der Frihentwicklung der Fliege essentiell ist. Daher wird DPC4 auch Smad4
genannt (Derynck et a., 1996). Funktionell ist dieses Gen in der TGF3 (Transforming growth
factor) vermittelten SignalUbertagung beteiligt (Niehrs et al., 1996; Riggins et al., 1996).
Durch Aktivierung des TGF-Rezeptorkomplexes Typ /1l mittels eines Liganden der TGFB-
Familie wird ein Rezeptor-reguliertes Smad (z.B. Smad 1 oder Smad 2) im Cytoplasma
phosphoryliert. Dies fuhrt zur Konformationsanderung des Rezeptor-Smad-Komplex, was die

Bindung an das DPC4-Proteins ermdglicht. Daraufhin wird dieser Komplex in den Zellkern

# Jedes Chromosom wird in zwei kurze und lange Arme aufgeteilt. Konventionell wird der kurze Arm mit

,p' und der lange mit ,q' bezeichnet.



befordert. Dort induziert es die transkriptionelle Aktivierung weiterer Gene (Derynck et al.,
1996). Smad4 ist in der Héfte aler Pankreaskarzinome inaktiviert (Hahn et al., 1997).
Keimbahnmutationen in diesem Gen wurden bei der familigren Polyposis gefunden, ein
Syndrom, das mit einem erhohten Kolonkarzinomrisiko einhergeht (Su et a., 1999). In den
anderen Organen spielt Inaktivierung dieses Gens im Zusammenhang mit Krebsentstehung
wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle, da seine Alterierung bisher nur selten beobachtet
wurden (Schutte et al., 1996).

Fragestellunag:

Die bereits geschilderten genetischen Veradnderungen im Pankreaskarzinom werfen einige
Fragen auf, die aus biologischer Sicht von Bedeutung sind: Welches Gen initiiert in der Zelle
die Tumorbildung und welche weiteren Ereignisse sind dafur verantwortlich, dal3 sich eine
gutartige Tumorlasion zu einem aggressiv wachsenden Karzinom entwickelt. Mit anderen
Worten: Gibt es ein molekulargenetisch definierbares Tumorprogressionsmodell, das den
bekannten histopathol ogischen V erénderungen des Pankreas gegeniiber gestellt werden kann?
Esist noch nicht ganzlich klar, welcher Typ der exokrinen Pankreaszellen Ausgangspunkt der
Entstehung des Adenokarzinoms ist. Dennoch werden derzeit duktale Epithelzellen as
wahrscheinliche Vorléufer postuliert, da sich in den Pankreasgdngen in unmittelbarer
Nachbarschaft zu Karzinomen haufig Verdnderungen des Gangepithels finden (Cubilla et al.
1976; Kozuka et al. 1979; Pour et a. 1982). Ferner hat man beobachtet, dald sich diese
Vorléauferlasionen im Laufe der Zeit zu einem Adenokarzinom entwickelt haben (Brat et al.
1997).

Vogelstein und Kinzler schlugen ein genetisches Progressionsmodell fir Kolonkarzinom
(Darmkrebs) vor, welches die einzelnen histomorphol ogischen Adenomstadien nach Auftreten
und Genalternierungsprofil charakterisiert. Aufgrund der genetischen Kenntnisse tUber das
Pankreaskarzinom ist eine dhnliche genetische Progression auch fir diesen Tumortyp denkbar.
Zellen in Pankreastumoren zeigen ein pathologisch heterogenes Muster, d.h. in der Umgebung
von Karzinomen finden sich hdufig duktale Veranderungen unterschiedlicher Morphologie
und Auspragung. Dies erschwert die genetische Untersuchung der Vorléuferléasionen, da sie
erstens in geringer Anzahl vorkommen und zweitens aufgrund phénotypischer Heterogenitét
gesondert untersucht werden muissen. Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt,
Pankreasgangepithel zellen mit unterschiedlichen histomorphol ogischen Verénderungen (siehe

Abb. 1.2) molekularbiologisch zu untersuchen. Da das genomische Material der



Ausgangzellen limitiert war, wurde zundchst die gesamte DNA nach sorgféltiger
Mikrodissektion der Zellen aus archiviertem Gewebe (Paraffinschnitt) vermehrt. Zu diesem
Zweck wurde hier die Technik ,Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR' (DOP-PCR)
weiterentwickelt und eingesetzt.

In den zu untersuchenden Lé&sionen wurde nach chromosomaer Deletion auf den
Chromosomen 9p, 18q und 17p gesucht, da diese bekannterweise haufig in
Pankreaskarzinomen deletiert sind. Durch haufiges Auftreten der Mutation in den
Pankreaskarzinomen wurden die Lé&sionen auch auf Punktmutationen im K-ras-Gen
untersucht. Ferner wurden Lé&sionen paralel zu molekurgenetischen Analysen hinsichtlich der
Genexpression der Suppressorgene p53 und DPC4 untersucht. Dies wurde anhand
immunhistochemischer Farbungen mit monoklonalen Antikdrpern durchgefthrt.

Damit umfaldt diese Studie alle bekannten Regionen, die im Pankreas-Karzinom haufig
verdndert sind. Die Auswertungen dieser Daten sollen zeigen, ob es einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem histologischen Phanotyp der Ganglasionen und dem jeweiligen

genetischen Profil der Lésionen gibt.

Normal PanIN1A PanIN 1B PanIN 2 PanIN 3 Karzinom
WHO 0 WHO 1-WHO 2 WHO 3

Abb.1.2: Histopathologisches Progressionsmodell des duktalen Adenokarzinoms der Bauchspeicheldriise. Wenn
sich die normalen Epithelzellen (N) autonom vermehren, bilden sie Verwélbungen ins Lumen. Diese
hyperplastischen Lasionen werden in PanIN-1A (pancreatic intraductul Neoplasia) mit flachen Gangepithelien
ohne Zellkernatypie) und PanIN-1B (Papilléare Gangepithelien ohne Atypie) unterteilt. Dysplastische Lésionen
(PanIN-2 und PanIN-3) sind immer mit einer Zellkernverdnderung begleitet.

In der WHO (world health organization)-Klassifizierung werden die Progressionsstadien PanIN1A und PanIN

1B as,Hyperplasie' zusammengefalit.



N

Abb. 1.3: Histopathologische Schnitte von einzelnen Stufen der intraduktalen Pankreas-Tumoren. Die Schnitte
wurden HE gefarbt und bei 20x, 40x, 200x und 400x V ergréRerung photographiert.
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Abb. 1.4: Darstellung Zellzyklus-regulierender Gene und ihrer Signalwege, die mit unterschiedlicher Haufigkeit
in den Tumoren inaktiviert sind. Einige wirken proliferationsférdernd (griine Linie), andere dagegen haben einen
inhibitorischen Effekt (rote Linie). Das Retinoblastoma-Protein (pRB) blockiert den Ubergang von G1-Phase in
die S-Phase (DNA-Replikation), indem es an den Transkriptionsfaktor E2F bindet. So kénnen fir die S-Phase
notwendige Proteine nicht synthetisiert werden. Durch Hyperphosphorylierung, die vom CDK 4-Cyclin D-
Komplex bewirkt wird, verharrt das pRB in inaktiven Zustand und setzt gleichzeitig den E2F frei.

Die Aktivitdt des CDK4-Cyclin D-Komplexes wird seinerseits durch p16- und p21-Proteine reguliert, wobei die
Expression des p21-Protein von der Aktivitdt des p53-Gens abhangt. Liegen in der Zelle DNA-Schéden vor, so
wird die Expression des p53 durch eine ATM-Kinase induziert. Das als Transkriptionsfaktor agierende p53-
Protein bewirkt die Produktion von p21-Protein durch Aktivierung der Promotorregion. Damit wird das
Fortschreiten der Mitose gebremst. Durch onkogene Aktivierung des Ras-Proteins wird andererseits das
Zellwachstum Uber Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise fos und jun stimuliert. Ferner kann der TGF(3-
Signalweg, an dem DPC4 (Smad4) beteiligt ist, durch MAPK (Mitogene Activating Protein Kinase) gestort

werden.



2. MATERIAL & METHODEN

2.1. Histopathologisches Material

Die vorliegende Studie untersuchte Pankreasresektate mit duktalem Adenokarzinom, die
durch Wipple-Operation gewonnen wurden. Bei den Patienten handelt es sich um Frauen und
Manner mit einem Durchschnittstalter von 60 Jahren. Die Operationspraparate wurden
unmittelbar postoperativ in 4%iger gepufferter Formalinldsung fixiert. Aus dem Tumor
wurden Gewebsproben zugeschnitten, diese in Paraffin eingebettet. Von jedem Block wurde
ein 2 um und ein 10 um dinner Schnitt angefertigt, der 2 um Schnitt Hematoxylin-Eosin
(HE) geféarbt und der 10 um Schnitt for die Mikrodissektion aserviert. Jeder Schnitt
reprasentierte ca. 2 cm? Pankreasgewebe, so dal3 pro Organ mindestens 8 cm? Parenchym auf
Gangléasionen hin untersucht wurden. L&sionen wurden pro Schnitt und Fall ausgewertet.

2.2.  Tumordifferenzierung

Zur Typisierung und Stadieneinteilung existieren allgemein akzeptierte Definitionen
(internationale histologische Klassifizierung von Tumoren der WHO: World Health
Organization). Ein histologisches Progressionsmodell des duktalen Pankreaskarzinoms
unterteilt die neoplastischen Lasionen der Gangepithelien in solche mit hyperplastische und
dysplastische Lasionen. Hyperplastische Zellen weisen keine Atypien auf, d.h. es liegt keine
Zellkernvergrofderung vor. Im Gegensatz zu normalen Gangepithelien zeigt die Epithel schicht

Il
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dieser Lasionen jedoch eine Verschiebung des Zellkern-Zytoplasmas zugunsten des letzteren.
Ein Fortschreiten dieses Stadiums geht mit papillarer Anordnung der Epithelschicht einher.
Dysplastische Lasionen werden im Hinblick auf Zellkernanomalie in drei Stufen eingeteilt:
niedrig-, mittel- und hochgradig, wobei der Ubergang der letzten Stufe zum Karzinom
(carcinoma in situ) flief3end ist. Kirzlich wurde auf der Welt-Pathologen-Tagung eine neue
Klassifizierung vereinbart. Dabel einigte man sich fir die praneoplastischen Lasionen auf die
Bezeichnung , pancreatic intraductal neoplasia’ (PanIN). Bei der Auswertung der Ergebnisse

wurden beide Klassifizierungen beriicksichtigt.

2.3.  Mikrodissektion der L&sionen

Die 10 um dicke Paraffinschichten wurden zuerst auf einem Objekttréger 2x15 min. in Xylol,
dann durch absteigende Alkoholrethe bis zum 70%igen Alkohol entparaffinisiert. Der
Objekttrager wurde mit einem Tropfen Aqua dest. benetzt. Eine Glaskapillare mit
Innendurchmesser von 0.8 mm und Wanddicke von 0.1 mm wurde dann in den
Kapillarenhalter eingespannt und mit dem Grobtrieb Uber den Objekttrager gebracht (die
Glaskapillare wurde zuvor mit dem Flaming/Brown Micropipette Puller aus
Borosilicatglaskapillaren hergestellt). Unter Sicht durch das Mikroskop wurde die Kapillare
mit dem Feintrieb (Mikromanipulator) an die zuvor markierten Stelle gebracht und das
Gewebe mit Pipettenspitze herausgelost und bei Unterdruck angesaugt. Das Gewebestlick
wurde schliesslich in ein 0.2 ml thin-wall-cap mit 10 pl Lysis-Buffer (10 mg/ml Proteinase K,
10 mM Tris-Cl pH 8.0 und 1% Tween 20; Fa. Sigma) transferiert, das Gefal3 1 min. bei 3000
rpm zentrifugiert und bei —20° C gelagert. Nach Mikrodissektion wurden die Schnitte gefarbt
und das Dissektionsergebnis Uberpruft.

24. Whole genome amplification

Um molekularbiologische Prozesse bei der Tumorigenese verstehen zu konnen, ist es
zwingend notwendig, die Vorlauferzellen auf genetische Verdnderungen zu untersuchen, aus
denen spéter agressive Krebszellen entstehen. Jedoch existieren diese neoplastischen Zellenin
limitierter Anzahl, so dal3 ihr genomisches Materia nicht ausreicht, um Analysen auf der
Ebene des Genoms durchzufthren. Fir eine effiziente Vermehrung der gesamten Genom-
DNA (Whole Genome Amplification) wurden Techniken entwickelt, deren Einsatz unter
gunstigen Bedingungen bestimmte Bereiche des Genoms vermehren konnten. Zwei am
haufigsten verwendete Methoden, PEP-PCR (Primer Extension Preamplification) und DOP-
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PCR (Degenerate Oligonul eotde Primed-PCR), wurden anfangs von Zhang et a. und Telenius
et a. entwickelt, um das oben beschriebene Ziel zu realisieren.

Bel der PEP-PCR wird ein 15-mer degenerierter Primer eingesetzt. Diese Methode wurde mit
DOP-PCR in Hinsicht der Reproduzierbarkeit und Effizienz verglichen. In dieser
vorliegenden Arbeit wurde die DOP-Methode modifiziert, verfeinert und fir limitierte DNA-
Menge (6-8 pg, equivalent dem genomischen Material aus einer diploiden Zelle) optimiert.
Das Produkt der hier vorgestellten Version der DOP-Methode (E-DOP-PCR; enhanced-DOP)
ist fur die Sequenzierung beliebiger DNA-Bereiche sowie Detektion von Mutationen und
Deletionen des Genoms mit einer hohen Effezienzrate einsetzbar. Dartiber hinaus wurde bel
der Reaktion eine thermostabile DNA-Polymerase mit proofreading (eine Fehlerrate von

1.3x10°) eingesetzt, um die Fehlerrate wahrend der Amplifikation zu minimieren.

=

"

i

DOP-PCR

LOH- Analyse Mutation- Analyse

Abb. 2.1: Schmatische Darstellung des Versuchsvorgangs der Mikrodissektion bis zur LOH-Analyse bzw.

Bestimmung der Punktmutation im K-ras-Gen.

24.1. Prinzip von DOP-PCR

Zur DOP-PCR wird nur ein Primer eingesetzt. Das verwendete Oligonukleotid hat eine
Lange von 22 Basen und enthélt zwischen den beiden definierten Endsequenzen eine zufallige
Hexamer-Sequenz. Zuerst werden mit der zu amplifizierenden DNA 8 PCR-Zyklen mit
niedriger Stringenz durchgefihrt. Durch eine langsame Erhéhung der Temperatur (Ramping)
bis zur optimalen Prozef3temperatur der Polymerase wird die Elongation der gebundenen

Primer bewirkt. Dadurch werden Produkte hergestellt, die die neue DOP-Primersequenz
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enthalten, so dal3 wahrend der néchsten 40 Zyklen mit hoher Temperatur nur Fragmente

effektiv amplifiziert werden, die komplimentér zum DOP-Primer sind.

2.4.2. Durchfuhrung der Reaktion

Als Ausgangsmaterial fur die DOP-PCR wurden 40-80 Zellen, die durch Mikrodissektion aus
einem Paraffinschnitt herausprépariert wurden, verwendet. Im Falle der Single-Cell-DOP
wurden kultivierte HelL a-Zellen eingesetzt. Hierbei wuchsen die Zellen im DMEM-Medium
bei 5% CO, auf einer Zellkulturschale mit 10 cm Durchmesser subkonfluent, danach wurden
sie abgelost und in ein 15 ml Falcon-Tube (Fa. Greiner) transferiert, bei 1000 rpm kurz
zentrifugiert, das Medium abgesaugt und Zellen mit PBS-Puffer resuspendiert.

Die Zellzahl wurde nun in einem Cell Counter bestimmt und auf eine Zelle pro 10 pl
Lysepuffer (10mg/ml Proteinase K; 10 mM TissHCl pH 8.0; 1% Tween 20; Fa. Sigma)
verdinnt. Zur Verifizierung der Zellzahl wurde eine 96-well-Titerplatte mit 10 pl
Zellverdinnung/well bestiickt und unter einem Lichtmikroskop gepriift.

Die Probe wurde in ein steriles 0.2 ml Tube (thin well) Gbertragen und mit einem Tropfen
Mineral 6l Uberschichtet und bei 48°C fur 15 Stunden inkubiert. Die Proteinase K wurde
anschliessend 10 min. bei 95°C inaktiviert. Die DOP-PCR wurde im 50 pl Volumen (20 mM
TrisHClI pH 8.8, 10 mM KCI, 10 mM (NH,4),SO4, 2 mM MgSO,, 1% Triton X-100,
1 mg/ml BSA), 3 uM universal primer (5'-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3'),
200 puM dNTP's und 3.75 units Pfu Turbo DNA Polymerase (Stratagene) in einem
Thermocycler (MJ Research, Biozyme) unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Schritt 1: 8 Zyklen

94°C fur 1 min., 30°C fur 2 min. mit Ramping zu 72°C fur 3 min. und 72°C fir 2 min.

Schritt 2: 40 Zyklen

94°C fur 1 min., 62°C fur 1 min. und 72°C fur 2 min. mit 5 sec./Zyklus Verlangerung. Die
Reaktion wurde mit 10 min. bel 72°C beendet und anschliessend bei —20°C gelagert. Als
Negativkontrolle wurde stets eine Reaktion ohne Template angefertigt.

25. Mikrosatdliten-PCR

Fir die Detektion des LOH (loss of heterozygosity) auf den jeweiligen Zielchromosomen
wurden folgende Marker (Primerpaare) eingesetzt: D9S319 , D9S157, D9S304, D9S171,
D18S363, D18346, D18S877, D18S535, D183474, D17S896, D17S786, D18S1832 und
TP53-PCR15. Diese Marker liegen innerhalb von 1-10 cM (centiMorgan; ein cM entspricht
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einer Megabase) der jewelligen Tumorsuppressorgene. Zur Optimierungsreaktion der DOP-
PCR wurden weitere Marker auf Chromosomen 1,2 und 4 dazu verwendet: BAT 25, BAT 40

und D2S123. Diese ausgewahlten Marker wurden zuvor auf ihrer Frequenz hin

A\V/A\V/A\V/a\\
A\V/A\V/A\Y/a\\
NANIN VAR

Niedrige Stringenz

Primer
Temp. 5

u
94°C

( ]
72°C ¢ | | |

“"_ 3‘

coge I 5'

\M
0°C min.

1 2 5 7
( ]
< 1111

94°C Hohe Stringenz

72°C _I_-

>
62°C %
<
0°C min. A

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der DOP-PCR. Sie zeigt das Temperaturprofil und die Abfolge beider Schritte
wahrend der Reaktion. Fir weitere Erlauterung siehe Text.
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D17S78 17013.3 D9S157
TP53PCR15 9n22.2
D17S796 = D9S171
D17S1832 170131 p16 D9S319
D9S304
9p21.2
18a12
D187
D PC4 N1846
D1853b3
18021

Abb. 2.3: Darstellung cytogenetischer Lokalisierung der einzelnen Mikrosatelliten-Marker auf den jeweiligen

Chromosomenarmen und die Lage der Tumorsuppressorgen.

Mikrosatellitenanalyse

li/

Abb. 2.4: Schematische Veranschaulichung der Mikrosatelliten-Analyse. Die Identifizierung eines LOH in
einem Tumormaterial wird immer im Vergleich zu dem Normalgewebe durchgefuhrt. Mit Hilfe der
polymorphen Marker durch unterschiedliche Lénge der elterlichen Allele kann damit ein partieller

Chromosomenverlust in dem entsprechenden Genom-Bereich festgestellt werden.
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mit unterschiedlicher Allellangen (Polymorphismus) mit Hilfe von Blut-DNA von 20
Personen getestet. Polymorphe Marker mit einer Informativitétsrate <50% wurden dabei
aussortiert. Es gibt zur Zeit verschiedene Nomenklaturen der Mikrosatellitenmarker. Der
Name von TP53-PCR15-Marker z.B. bezieht sich auf das Gen TP53. Eine andere
Bezeichnung beschreibt die Quelle der Sequenz (D steht fir DNA), Chromosomenzahl (die
Zahl nach D) wund Haufigkeit dieser bestimmten Sequenz im  Genom
(S steht z.B. fur Sngle und deutet darauf hin, dald die Sequenz nur einmal im Genom
vorkommt). Die Ziffern nach ,S' sind Seriennummer der urspringlich identifizierten Klone,
die die jeweilige Repeadsequenz enthalten. Die Amplifikation der repetitiven Bereiche wurde
mit Hilfe der PCR und spezifischen Primerpaare in einer 96-well Mikrotiterplatte mit einem
Volumen von 15 ul durchgefihrt:

100 ng je Primer (Fa. MWG), 200 uM dNTFP's (Fa. Promega), 1.5 mM MgCl,, 1.5 units Taq
DNA Polymerase (Gibco BRL), optional 60 mM TMAC/ 2.5% Formamide (Fa Sigma), 20
mM Tris-Cl pH 8.4, 50 mM KCI und 2 pl von DOP-PCR als DNA. Die Reaktion wurde dann
in einem Thermocycler (Fa. Hybaid) fur 40 Zyklen gestartet: 94°C: 15 sec, 55°C: 30 sec und
72°C: 30 sec.

Um festzustellen, bis zu welchem prozentualen Antell Tumorzellen zu Normalzellen ein LOH
zu detektieren ist, wurden zwei DNA-Proben ausgewéhlt, die auf dem Marker D18S877
jewells nur das obere bzw. untere Allel prasentierten. Sie wurden mit den Verhaltnissen 10-
100% mit einer Gesamtkonzentration von 20 ng DNA/PCR gemischt und mit dem Marker
amplifiziert. Die Auswertung dieses Versuches zeigte, dal3 bel einem 50%igen Tumoranteil
eine Signal abschwachung (LOH) optisch noch bemerkbar war (Siehe Abbildung 2.3).

30 40 50 60 70 80 90 100 0% 30 40 50 60 70 80 90 100 0% M

wﬂ!

ARy

B

A

Abb.2.5: LOH-Sengitivitétstest. Genomische DNA aus zwei Tumor-Proben wurden mit unterschiedlichen
Verhdtnissen gemischt und mit einem Mikrosatellitenmarker amplifiziert. In jeder Reaktion wurden gleiche
DNA-Mengen eingesetzt. Dabel war zu beachten, dal? alle PCR,s exakte Produktmenge liefern. Aus diesem
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Grund wurde je 3ul der PCR-Produkte in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt und mit EtBr sichtbar gemacht
und so die Qualitét der Fragmente nachgeprift (A). Danach wurden die Allele auf einem 6%igem

Polyacrylamitgel mit denatureirenden Eigenschaften aufgetrennt (B).

Der Unterschied in der Signalintensitét war schon bei einem 40%igen Antell der Normal-
DNA nicht oder nur schwer feststellbar. Diese Kenntniss wurde bel der Mikrodissektion der

neopl astischen L&sionen aus den Paraffinschnitten berticksichtigt.

GDB Dsegment: D175796

DNA type: Genomic

ForwardPrimer: CAATGGAACCAAATGTGGTC
BackwardPrimer: AGTCCGATAATGCCAGGATG
STS size 170

SEQUENCE:

AGCTTGCCACAATTAAAGAAAACAATGGAACCAAATGTGGTCCTTGAAATCCTGGAGCAG
TATTTTTTAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGGTG
CATGTATACCCCAAGTACTCAGGAGAGCATAANGGCTACTGTGAAAGNGGCACATCCTGG
CATTATCGGACTAANGGGGCAAACCAGATTCACACATGGAATGNTCATGTCGTCAGGNCT
AAATCTCATGCCCCTTGATCCTAGTAAGTAAATGGTTGTTTTGTTANGCCACAAATTTCT
GGGGCTGTTTGTTATTCAGCAAAAGCTGTTTGTGNTCTGAAATTATTTAACTGTATGTTT
ATTTATTGTCT

GDB Dsegment: D175786
DNA type: Genomic

ForwardPrimer: TACAGGGATAGGTAGCCGAG
BackwardPrimer:GGATTTGGGCTCTTTTGTAA
STS size: 149

SEQUENCE:
ATTTGGGTGTGGANACAAAGCCTCAGCCATATCAAAGGCTCAGTTGGCTTATGATGAAGG
NNAAAACTNCCAGGTAAATAGTGGGGCCAGAACTGTAACCTTGGGCATCTTCTTACAGGG
ATAGGTAGCCGAGAGTGAAAGTGACATGTTTTCCAAATCACATGTATTTAAAATAATTAA
AACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAACCATAAAAGAGAATT
CTTTACAAAAGAGCCCAAATCCTCTTTTGGGACTCAC

GDB Dsegment: D1751832
DNA type: Genomic

ForwardPrimer: ACGCCTTGACATAGTTGC
BackwardPrimer: TGTGTGACTGTTCAGCCTC
STS size: 151

SEQUENCE

AGCTCCCGCGTCTACACACTCGGGGGTCGGCCGCCGGCTTATCATACTGCACACAGTGAC
AAACCCACGCCTTGACATAGTTGCCCACAGAAGCAATGTCGTCTACTAACAGACACACTC
TCAGAGGGGCATACTGGGCATTGACCCACACTCTCTCACACACACACACACACACACACA
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CACACACACACACGCACCGAGGCTGAACAGTCACACANGTCTATACACAATCCCCCTCTT
TAAATAAAGGACCTAAAGNTTTTTCCCAGGGAGGAGCCCCACCCTGTTNCCCCAAAGCCG

GDB Dsegment: D185474
DNA type: Genomic

ForwardPrimer: TGGGGTGTTTACCAGCATC
BackwardPrimer: TGGCTTTCAATGTCAGAAGG
STS size 125

SEQUENCE

AGCTCAGGGGTACTNAACCTTAGTACTATTGACATTTTGGGGTGAATAATTTGTTGGGGG
GTAGGAGGCTGTCCTGTGCACTATGGGGTGTTTACCAGCATCCCTGGCCTCCACCCACTA
GATGTCAGTAGTACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGTTGTGNCCAT
CACAAATGCCTTCTGACATTGAAAGCCAAACCCTCATTAGCCAGTCCAAGGCTTAAGCAA
GTTCTAGGTTGAGTACTTGAGTTAAGCATGCTCCTAAATGTTTCATATACAATGACACTT
AATCCTTAAACTCTATGAGGGAAGTAGGTACCCCCTCCTACAGATGAGAG

GDB Dsegment: D9S157
DNA type: Genomic

ForwardPrimer: AGCAAGGCAAGCCACATTTC
BackwardPrimer: TGGGGATGCCCAGATAACTATATC
STS size: 139

SEQUENCE

CTAAATGTATGCTGTTAACTCTACTTCTCTTACCTTAAGATCTTTAAATCAAAATGTCTG
AAGTCAGCAAGGCAAGCCACATTTCATCTGGTAGACCCAGTTATGCATACTTACACAAAT
AGATAAATGTGCATGCACATACACACACACACACACACACACACACACACACACACCCAA
GATATAGTTATCTGGGCATCCCCAGAACTAGAGATGCATTTTTAAGCTTGGCACTGCATT
TGAGAAATAGATTAATGTTCCTACTCTACTTCCAGCCAATCAAAAGATTGTATTTAGATA
GAAGGCATGTATACAGAAGTGAGGGGGTACAGAGAAGNGTTNGGTACTTCATGAATGCCC
ACGGTGCC

GDB Dsegment: D9S171
DNA type: Genomic

ForwardPrimer: AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT
BackwardPrimer:ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT
STS size: 159

SEQUENCE

AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCTGCTGCCTCCTACAGACACACACACACACACACACA

CACACACATATACACATATATACATGGAAAATACTGATTGTTAATAAAGTAGCCCCAAGA
AAAATAGGATCTCAGAGACTATACCATCAGTGCTAGGGTTGNATGTTATCAGATAAATAT
CTTTCCCTAATGATTTGTAGCT
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D18346

Primers:
CU18-007L GAATAGCAGGACCTATCAAAGAGC
CU18-007TR CAGATTAAGTGAAAACAGCATATGTG

Amplified Seq Min Length:
0.1290

Amplified Seq Max Length:
0.1530

Cytogenetic Localization:
18921.1-18g21.1

Polymorphisms:
D18346 Dinucleotide Repeat Dinucleotide Repeat 0.8000

D18S363

Primers:

1071 TTGGGAACTGCTCTACATTC
1072 GCTTCATTCTCTCACTGGAT

Amplified Seq Min Length:
0.1770

Amplified Seq Max Length:
0.2470

Cytogenetic Localization:
18pter-18qter

Polymorphisms:
D18S363 Dinucleotide Repeat Dinucleotide Repeat 0.8700

D18S535

Primers:
seg-forward TCATGTGACAAAAGCCACAC
seg-reverse AGACAGAAATATAGATGAGAATGCA

Amplified Seq Min Length:
0.1500

Cytogenetic Localization:
18pter-18qter

Polymorphisms:
D18S535 Tetranucleotide Repeat Tetranucleotide Repeat

D18S877

Primers:
forward GATGATAGAGATGGCACATGA
reverse TCTTCATACATGCTTTATCATGC

Amplified Seq Min Length:
0.1370

Cytogenetic Localization:
18pter-18qter
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Polymorphisms:
D18S877 Tetranucleotide Repeat Tetranucleotide Repeat

D9S304

Primers:

forward GTGCACCTCTACACCCAGAC
reverse TGTGCCCACACACATCTATC

Amplified Seq Min Length:
0.1650

Cytogenetic Localization:
9p21-9p21

Polymorphisms:
D9S304 Tetranucleotide Repeat Tetranucleotide Repeat

D9S319

Primers:
forward GCCAGTGTTCTCCAGAGAAA
reverse TGGGATATGTCAGCCAAAAT

Amplified Seq Min Length:
0.1730

Cytogenetic Localization:
9p21-9p21

Polymorphisms:
D9S319 Tetranucleotide Repeat Tetranucleotide Repeat

Tabelle 2.1. : Auflistung der eingesetzten Marker bei der LOH-Anylyse. Diese sequenzspezifischen Marker
flankieren Bereiche mit Di- und Trinukleotidrepeats (hdufig beinhalten sie die CA- und CAG-
Basenwiederholungen). Die Informationen zu diesen Marker wurden in der Datenbank der Johns Hopkins
University, School of Medicine (Genome data base) unter der Web-Adresse: www.gdb.org fir die Kartierung

des menschlichen Genoms recherchiert.

2.6. Mutationsanalyse
Fur die Bestimmung der Punktmutation im Kodon 12 des K-ras-Gens wurden verschiedene

Techniken in Hinsicht auf ihre Sensitivitét getestet, die nach folgenden beschrieben werden:

2.6.1. RFLP (Rstriktionfragment -L angenpolymor phismus)-PCR

Diese Methode wurde in drei Schritten ausgefiihrt. Zunachst wurde das K-ras-Exon 1 und ein
Teil des darauf folgenden Intron mittels PCR generiert. Dabeli wurde ein Upstream-Primer
mit einer mismach-Base gewahlt, der wahrend der Reaktion eine kinstliche Schnittstelle (cct
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ggt) fur das Restriktionsenzym BstNI zwischen Kodon 11 und 12 produzierte. In darauf
folgenden Restriktionsreaktion konnte das Enzym nur das Wildtyp-Fragment schneiden. Im
Falle einer Punktmutation ist die Sequenz im Kodon 12 veréndert und bietet damit keine
Erkennungssequenz fur das Enzym an. Da die Zahl der mutierten ras-Genkopien in den
untersuchten Proben gering war, wurde nach dem Restriktionsverdau ein weiterer
Amplifikationsschritt durchgefuhrt. Da die Wildtypkopien ihre Primerbindungsstelle durch
den Verdau verloren hatten, konnten natrlich nur die mutierten Kopien amplifiziert und
somit angereichert werden. Beide PCR’s wurden mit dem Primer-Paar A (5°'-act gaa tat aaa
ctt gtg gta gtt gga cct-3*) und B (5°-tca aag aat ggt cct gca cc-3') durchgefiihrt.

Fir den Sentivitatstest wurde K-ras-Exon | Intron

die DNA von zwei Pnkreas- > “——
Zéellinien eingesetzt (SW979
enthalt die Wildtypkopie und

1.PCR

Capan 1 die mutierte des Ras-

Gens). Hierbei wurden far BstNI 157 Bp

RFLP-PCR die DNA in den
Verhdtnissen 1:1, 1:10, 1:107, BstNI
1:10% und 1:10* gemischt.

Die Andyse des 2PCR- Mut 157 Bp
Produktes zeigte, da3 die Wit.

128Bp
Detektion einer  einzigen

mutierten Kopie unter 10 000 2 PCR
Wildtypkopien moglich ist.

157 Bp

Abb.2.6: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte bel der Durchfiihrung der RFLP-PCR. Pfeile mit der

Beschriftung A & B sind die hier eingesetzten Primer firr die Generierung vom Exon |-Fragment des Ras-Gens.

Die erste PCR wurde in 25ul Volumen (, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP's, je 250 ng Primer
A&B, 20 mM Tris-Cl, 50 mM KCI und 1.5 units Tag Polymerase) in 15 Zyklen (94°C 30
sec., 60°C 1 min. und 72°C 1 min.) und ein Zyklus 72°C 5 min. durchgefthrt. 15 pl des PCR-
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Produktes wurden 3 h bel 60°C mit BstNI (Fa. NEB) verdaut und anschliessend tber Saulen
(Fa. Qiagen; PCR-Purification Kit) gereinigt und in 30 pl H,O aufgenommen. Dieser additive
Schritt war fur die Entfernung der im Uberschuss vorhandenen Mg-lonen im
Restriktionspuffer notwendig. 10 ul des gereinigten Restriktionsproduktes wurde dann als
Template in die 2.PCR eingesetzt. Die Reaktion wurde unter gleichen Bedingungen wie bei
1.PCR durchgefihrt, mit dem Unterschied, dai’ die Kettenreaktion in 40 Zyklen erfolgte.

A) L1 Wildtyp : Mutiert
B) 1:10

C) 1100

D) 1:1000

E) 1:10000

-K) negativ-Kontrolle

M) DNA-Léangenmarker

Abb. 2.7: Sensitivitatstest zur RFLP-PCR. Dabei wurden in jeder Reaktion die DNA von zwei Zellinen, die
jeweils die Wildtyp- und mutierte Version des Ras beinhalten, in verschiedenen Verhéltnisse gemischt und
mittels PCR amplifiziert.

2.6.2. ASO (Allelspezifisches Oligonukleotid)

Will man Allel unterscheiden, die nur in einem einzigen Nukleotid variieren, konstruiert man
im allgemein allespezifische Oligonukleotid(ASO)-Sonden, in denen der Bereich mit dem
verdnderten Nukleotid enthalten ist. ASO-Sonden sind in der Regel 15-20 Basen lang und
werden unter Hybridisierungsbedingungen eingesetzt, bel denen ein DNA-Doppelstrang aus
Sonde und Ziel-Sequenz nur dann stabil ist, wenn seine Basen vollkommen komplementéar
zueinander sind. Die Oligonukleotide mussen daher so konstruiert sein, dal3 sich das eine
abweichende Nukleotid der beiden Allele moglichst in der Mitte der Sequenz befindet. Dann
ist die thermodynamische Instabilitét am grossten. Diese Methode wurde hier fir die
Detektion der Punktmutation im K-ras-Gen eingesetzt. Dabel wurde mittels PCR ein
Fragment generiert, dai die Ziel-Sequenz beinhaltet. Das Produkt wurde tGber Dot-Blot oder
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Souther-Blot mit vier verschiedenen Sonden hybridisiert. Drel Sonden waren fur Bestimmung
der Mutation im Kodon 12 (GAT,CGT,GTT) und eine Sonde fur den Wildtyp (GGT)
ausgewahlt. Die PCR wurde in 25 pl Volumen durchgefihrt. Dabei wurden je 100 ng Primer:
K-ras-5at (5'-gag aat tca tga ctg aat aac ttg t-3') und K-ras-SRI (5'-tcg aat tcc tet att gtt gga
tcatat tcg-3'), 4 mM MgCl,, 200 uM dNTP's, 1x RDA-Puffer und 1.5 units Tag. Polymerase
eingesetzt. Das PCR-Programm wurde folgend ausgefihrt: 94°C 3 min. ein Zyklus, 94°C 30
sec, 57°C 1 min., 72°C 1 min. fur 40-45 Zyklen. Anschliessend einmal bei 72°C fur 5
minuten. Die Sonden (je 30 pmol) fiir die Hybridisierungsreaktion wurden mit p*-yATP (Fa

Amersham) und T4-Kinase endmarkiert.

26.21. Dot-Blot

Hierbei wurden je 2 pl des PCR-Produkts auf eine positiv geladene Nylon-Membran (Fa.
Hybound) punktformig aufgespottet. Die Membran wurde dann 15 min. in 0.4 M NaOH
denaturiert und dann 5 min. in TrissHCI (pH7.5) neutralisiert. Die Proben wurden danach
unter UV-Licht mit dem Filter kovalent gebunden (immobilisiert) und im
Hybridisierungspuffer (Blotto 10) fur eine Stunde bel 50°C vorhybridisiert. Nun wurden je 3
pmol endmarkierte Sonden in 10 ml Blotto 10 verdinnt und mit der Membran fur 2h
hybridisiert. Nach Entfernung der Sonde wurde der Filter zuerst 5 min. mit Waschpuffer (2x
SSC, 0.1% SDS) bel RT, dann 20 min. bei 60 °C und schliesslich wieder 5 min. bei RT
gewaschen. Die Membran wurde in eine Folie eingeschweif3t und mit einem Rontgenfilm (Fa.
Kodak) UN bei —80°C exponiert. Man muss bei dieser Methode darauf achten, dal’ der
Durchmesser der aufgespotten Probe klein bleibt, um eine optimale Intensitét der Signale und
damit gute Sensitivitat zu erzielen.

2.6.2.2.  Southern-Blot

Hier wurden erst die PCR-Produkte in einem 15 %igen Agarosegel aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid gefarbt und photodokumentiert. Das Gel wurde dann in 1,5 M NaCl und 0,5
M NaOH 2x 15 min. denaturiert und in 1M Tris-Cl pH 7,4 fir 2x 15 min. neutralisiert, danach
30 min. in 20 x SSC equilibriert und UN in 20 x SSC auf eine N*-Membran(Amersham)
transferiert.

GAT -K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10%
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Abb. 2.8: Sensitivitédtstest anhand einer Verdiinnungsreihe. Hier wurden mutierte und Wildtyp-DNA in
verschiedenen Verhdltnisse gemischt, amplifiziert und nach dem Southern-Blot mit den radioaktiv markierten
Sonden (hier eine Sonde fir die Detektion von GAT-Mutation im Codon 12 des Exons 1 vom k-ras-Gens)
hybridisiert (16 Stunden Expositionszeit).

Die DNA wurde am néchsten Tag unter UV-Licht fir 3 min. immobilisiert. Die weiteren

Schritte wurden wie unter Dot-Blot beschrieben, durchgefihrt.

2.6.3. SSCP (single strand conformational polymorphism)

Einzelstréngige DNA neigt zur Rickfaltung und zur Ausbildung komplexer Strukturen, die
durch schwache intramolekulare Wechsel wirkungen, besonders durch die Wasserstoffbriicken
bei der Basenpaarung, stabilisiert werden. Die elektrophoretische Mobilitét solcher Strukturen
in einem nichtdenaturierenden Gel hangt nicht nur von der Lange der Molekilkette ab,
sondern auch von der Konformation, die wiederum durch die DNA-Sequenz bedingt ist.

Fir die SSCP-Anayse denaturiert man die amplifizierten DNA-Proben und 1&dt sie auf ein
nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel. Die Konzentration des Gels muss dabel abhangig

von

homozygot heterozygot

NGNINON
NORNONONY 77NN

l Denaturierung

“\ &
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung des Versuchsvorgangs bei der SSCP-Analyse zur Bestimmung der

Punktmutationen.

der Fragmentlange optimiert werden, um eine gute Auftrennung der Banden zu erreichen. Die
Reaktionsprodukte kdnnen dann z.B.durch eine Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Um
Unterschiede zum Wildtypmuster bemerken zu konnen, sind bel jedem Versuch
Kontrollproben erforderlich.

Die SSCP-Analyse ist in der Durchfihrung einfach und erzielt eine relativ gute Sensitivitat.
Die Sensitivitat geht jedoch bei Fragmenten Uber 200 bp deutlich zurick (aufgrund der
Komplexitdt der langen DNA-Sequenzen und héufiger Neigung zur Bildung von
Sekundérstrukturen wahrend der Elektrophorese). Darliber hinaus kann man anhand dieser
Analyse nur das Vorhandensein einer Mutation bestimmen, und nicht die Art und Position der
Mutation (Sheffield et a., 1993). Das genaue Bandenmuster hangt stark von den
Versuchsbedingungen wie beispielsweise der Temperatur des Gels ab. Putativ mutierte
Banden werden aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und nach der Reamplifizierung direkt

sequenziert.

2.7. Direkte Sequenzierung von PCR-Produkten

Bei der Zyklus-Sequenzierung (thermal cycle sequencing, Sears et a. 1992, Slatko 1994)
wird eine relativ geringe Menge an Matrizen-DNA mit einem grofRen Uberschuss an Primern,
dNTPs und ddNTPs und einer thermostabilen DNA-Polymerase inkubiert. Durch die lineare
Amplifikation der DNA in den verschiedenen Zyklen sind femto Mol-Mengen an Matrizen-
DNA ausreichend fur eine erfolgreiche Sequenzierung. Hierbei muss alerdings auf die
Qualitéat (Reinheit) der DNA geachtet werden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt in der
Automatisierbarkeit, d.h. separate Denaturierungs- und Hybridisierungsschritte entfallen. Fir
die Sequenzreaktionen der K-ras-PCR-Produkte wurden 3 pmol vom Primer K-RAS2A (5' -att
cgt cca caa aat gat-3') eingesetzt. Er wurde mit p*?-ydATP am 5‘-Ende mittels T4-Kinase
markiert. Alternativ wurde der Primer fluoreszenz markiert (5°-Fuorophor, IRD700, Fa.
MWG) und die Reaktion mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerétes (LI-COR DNA
ReadlR 4200, Fa MWG) analysiert. Die Rektionen wurden mit Sequenase-Kit (Fa
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Amersham) in einem 96-well-Titerplatte mit einem Volumen von 3.5 ul unter folgenden
Bedingungen durchgefhrt:

95°C 2 min.

95°C 15 sec

57°C 30°C 20-30 Zyklen (PCR-Cycler, Fa. MWG)
72°C 30°C

Im Prinzip kdnnen alle PCR-Produkte zur Sequenzierung von DNA verwendet werden (Innis
et al. 1988, Gyllensten 1989, Rao 1994). Um gute Ergebnisse zu erzielen, sollten allerdings
Nukleotide und PCR-Primer vor der Sequenzierung vollstandig abgetrennt oder ausreichend
hoch verdiinnt werden. Uberschiissige dNTPs wiirden das ddNTPs/dNTPs-Verhadtnis, das fir
die Sequenzreaktion optimiert sein muss, veréndern und somit die Spezifitét verringern.
AulRerdem konnen Primer-Reste der PCR-Reaktion mit dem Sequenzierprimer konkurrieren
und so die Sengitivitét herabsetzen. Daher wurden alle PCR-Produkte vor der Sequenzierung
mit Exonuklease 1 (zur Degradierung von Primerresten) und SAP (shrimp akaline
phosphatase, zur Abtrennung der Phosphatgruppen von dNTP-Molekilen) 30 min. bel 37 °C
inkubiert. Die Enzyme wurden anschliessend 15 min. bei 80 °C inaktiviert.

2.8. I solierung genomischer DNA aus Par affinschnitten

Die 10 pum dicken Paraffinschnitte aus dem Magen- oder Darmgewebe wurden zuerst
zerkleinert und im Lysepuffer (10 mM Tris-HCI, 10 % SDS, 40 mg/ml Proteinase K) 3-5
Tage bel 37 °C inkubiert. Danach wurde die Ldsung durch Phenol/Chloroform-Extraktion im
Verhdltnis 1:25 (Fa. Roth) von Proteinen befreit und die DNA mittels 10 M Ammoniumacetat
und 100 % EtOH UN bei —20 °C gefallt. AnschlieRend wurde die Losung 15 min. bei 4 °C
und 13 000 rpm zentrifugiert, 2x mit 70 % EtOH gewaschen und luft getrocknet. Die DNA
wurde dann in H,O oder low-TE (10 mM Tris-HCI, EDTA) resuspendiert.

2.9. PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophor ese)

Bel diesem Verfahren werden negativ geladene DNA-Molekile in einem Tragersystem
(Polyacrylamidgel) durch ein elektrisches Feld bewegt und somit je nach Lange getrennt.
Dabei unterscheidet man zwischen nativen und denaturierenden Gelen. In dieser Arbeit
wurden denaturierende Polyacrylamidgele mit 5 M Harnstoff (Fa. Merck) fur die LOH-
Analyse (Fa. Roth) und Sequenz-Analyse (Long Ranger) mit 1 x TBE-Puffer als Laufpuffer
eingesetzt. Die nativen Gele wurden fir die SSCP-Analyse sowie zur Auftrennung von PCR-
Produkten mit geringen Langenunterschieden verwendet, die sich im Agarosegel sehr
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schlecht trennen. Dabel wurden Proben mit Lade-Puffer gemischt, nach einem 3-minttigen
Inkubationsschritt bel 95 °C kurz denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die
Sequenzierproben wurden mit in einem Ladepuffer befindlichen Fuchsinrot aufgetragen,
wohingegen die Proben zur LOH-Analyse mit 99 % Formamide, 0,05 % Bromphenolblau,
0,05 % Xyanolblau und 0,5 M EDTA 1:2 gemischt wurden. Die Proben fir die SSCP-
Analyse enthielten auf3erdem noch 15 mM NaOH. Die Proben wurden bel 50-55 °C und 80
Watt aufgetrennt.

2.10. Silberfarbung

Dies ist eine Alternative zur Ublicherweise verwendeten radioaktiven Nachweismethode fur
DNA-Fragmente im Polyacrylamidgel. Damit lassen sich DNA-Mengen < 1 ng pro Bande
nachweisen. Diese Technik beruht auf der Verdnderung des Redoxpotentials durch die
Anwesenheit von Nukleinsduren. Dadurch wird die Reduktion von Silbernitrat zu
elementarem Silber katalysiert. Die Ag'-lonen scheiden sich an den Nucleinsiuren ab, wenn
das Redoxpotential in diesem Bereich hoéher ist asin der umgebenden Lésung.

In dieser Arbeit wurden Polyacrylamidgele routinemal3ig mit diesem Verfahren gefarbt. Das
auf der Glasplatte befindliche Gel wurde zunéchst zwischen einer fur diesen Zweck
entworfenen Holzplatte und einem Rahmen aus Kunststoff plaziert und befestigt. Im Rahmen
befindet sich eine Offnung zum Ablassen der Lésungen. Das Gel wurde nun mit 10 % EtOH
10 min. vorbehandelt, die Lésung entfernt. Dann wurde die im Gel befindliche DNA mit 1 %
Salpetersaure (HNOg3) fur eine Minute angesduert, die restliche Lésung entfernt und mit
A.dest. gewaschen. Nun wurde das Gel mit 0,2 % AgNOs-Losung fur 20-30 min. gefarbt
(diese Losung wurde nach Gebrauch gesammelt und bis zu 4 x fir weitere Farbungen
verwendet). Danach wurde das Gel 2-3 x mit H,O gewaschen und mit 0,3 % NaCOs; +
0.0037 % Formaldehyd (CH,O) solange behandelt, bis die Banden sichtbar wurden. Bei der
Silberabscheidung (Bildung eines Grauschleiers) wurde die Entwicklerl6sung abgegossen und
durch frischen ersetzt. Die Reaktion wurde schliefdlich mit 10 % Essigsaure gestoppt und das
Gel auf einen Geltrockner bei 80 °C unter Vakuum getrocknet.

2.11. I mmunhistochemie

Fur die immunhistochemischen Farbungen erfolgte die Antigendemaskierung mit der
Dampfdruckmethode. Hierbel wurden monoklonale Antikdrper gegen p53 und DPC4 (1:50,
DO1, Cabiochem, Oncogene Research products, Cambrige, MA, USA) verwendet. Die
Farbentwicklung wurde mittels eines APAAP-Komplexes oder mit Vectastain nach der ABC-
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Methode durchgefiihrt. Die immunhistochemischen Farbungen wurden in Zusammenarbeit

mit dem pathologischen Institut in Kiel durchgefthrt.

211.1. Die APAAP-Methode (nach Cordell et al., 1984)

Dieses Farbeverfahren nutzt die Affinitét von Antikdrpern und enzymmarkierten Antikorpern
gegenuber ihrem Antigen. Dazu benttigt man vier Komponenten:

Primarantikorper

Sekundérantikorper (Bruckenantikorper)

APAAP-Komplex (Alkalische Phosphatase Anti Alkalisch Phosphatase)

Entwicklungsl 6sung

Der APAAP-Komplex besteht aus einem Antikdrper, der an seinen Fab-Armen jeweils ein
Molekul akalische Phosphatase trégt. Unter Zugabe von Entwicklungsldsung katalysieren
diese Enzyme eine Reaktion, aus der ein roter Farbstoff hervorgeht. Der Sekundarantikérper
dient dazu,einerseits den Primérantikorper, der sich direkt an das gesuchte Antigen heftet und
andererseits den APAAP-Komplex zu verbinden. So ist es obligat, dal3 Primérantikérper und
APAAP-Komplex aus derselben Spezies stammen und der Sekundéarantikorper aus einer
anderen. AuRRerdem muss er im UberschuRR vorliegen, so dai3 ein Arm des Fab-Teils an den
Priméarantikorper, der andere Teil an den APAAP-Komplex binden kann. Durch wiederholte
Inkubation mit dem Bruckenantikorper und dem APAAP-Komplex lasst sich die Farbung
weiter verstarken, womit eine hohe Sensitivitét erreicht werden kann.

2.11.1.1. Ausfuihrung

Zu den im Grading bewerteten HE-Prdparaten wurden von allen verfligbaren Tumorblocken 2
um dicke Schnitte hergestellt und diese zur besseren Haftung auf APES beschichtete
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte trockneten ca. 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank
(Fa. Haereus), bevor sie mit dem immunzytochemischen Marker inkubiert wurden.

Zunéchst wurden die Paraffinschnitte in Xylol zweimal 15 Minuten entparaffiniert,
anschlief3end in der absteigenden Alkoholrethe (2 x 100 % Xylol, 2 x 50 % Xylol/Ethanol, 2 x
100 % Ethanol, 2 x 96 % Ethanol und 2 x 70 % Ethanol) rehydriert und unter Leitungswasser
gespilt. Zur Antigendemaskierung wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewendet:

Die Praparate wurden in der Mikrowelle ( Fa. Bosch) 15 min. bel 900 Watt und nochmals 15
min. bei 360 Watt in einem auf pH 6 eingestellten Zitratpuffer erhitzt und kahlten
anschlieffend mindestens 30 min. bel Raumtemperatur ab. Alternativ. wurde 1 Liter
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Zitratpuffer (pH 6) im Dampfkochtopf auf der elektrischen Heizplatte erwarmt und kurz vor
dem Sieden wurden die Schnitte in den Topf gestellt, der Deckel wieder verschlossen und der
Topf weiter erhitzt, bis der groitmogliche Druck aufgebaut war. Zu diesem Zeitpunkt wurde
die Warmezufuhr unterbrochen und nach weiteren 2 min. 30 sec. der Druck unter flief3end
kaltem Wasser abgelassen. Durch zulaufendes Leitungswasser wurde der Inhalt des Topfes
abgeklhlt. Die Praparate wurden 3 x mit Waschpuffer gesptlt. Nun erfolgte die Inkubation
mit dem unverdinnten Primérantikdrper, einem monoklonalen Mausantikérper, fur 30
Minuten. Alle Inkubationen der Immunfarbung wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Es
wurden in diesem, wie in alen folgenden Schritten, ca. 100 pl Lésung auf jeden Schnitt
getropft. Auch die sich anschlief3ende dreimalige Spulung mit Waschpuffer wurde nach
folgenden immunhistochemischen Inkubationen jeweils wiederholt. Der Sekundéarantikorper
ist ein Kaninchenantikorper, der gegen die Mausimmunglobine gerichtet ist. Er wurde in einer
Verdinnung von 1:20 25 min. lang bei Raumtemperatur mit den Pr8paraten inkubiert. Nach
erneuter Spulung wurde nun der APAAP-Komplex in einer Verdinnung von 1:5 zugegeben.
Die Einwirkzeit betrug 25 Minuten. Zur Entwicklung der Farbreaktion wurden die Préparate
unter Zugabe der Entwicklungslosung 30 min. auf einem Schuttler belassen und dann unter
Leitungswasser gespult und verblieben in Aqua bidest. Zur Gegenférbung wurden den
Préparaten 30 sec. Hamalaun zugesetzt und unter Leitungswasser gespllt. Die Dehydrierung
erfolgte in der aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 70 %, 2 X 96 %, 2 x 100 % Ethanol und 3 x
Xylol. Die Prgparate wurden mit Petrex (Fa. Medite) eingedeckt.

2.11.1.2. APAAP-Reagenzien

Zitratpuffer:

2.1 g Zitronenséure- Monohydrat (Fa. Merck) in 11 Aqua .bidest. (pH6).
Waschpuffer:

g Tris Base (Fa. Sigma), 34.25 g Tris (Fa Sigma), 43.9 g NaCl (Fa. Merck) in 51 Aqua
bidest. PH 7.4.

Entwicklungspuffer:

8.7gNaCl, 1.5gTris, 49 g TrisBasein 1| Aquabidest., bei 4 °C lagern.
Propandioll 6sung:

21 g Propandiol (Fa. Merck) in 1| Aqua bidest., bei 4 °C lagern.
Neufuchsin:

5 g Neufuchsin (Fa. Sigma) in 100 ml 2N HCI, in dunkler Flasche bei 4 °C.
Entwicklungsl 6sung:
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220 ml Entwicklungspuffer, 78 ml Propandiolldsung, 125 mg Levamisol (Fa. Sigma) dazu
nach einer Minute Reaktionszeit folgende Stoffe :

62.5 mg Natriumnitrit, 1512 ml agua bidest., 625 ml Neufuchsin, nach einer Minute
Reaktionszeit folgende Stoffe:

155 mg Naphtol-AS-Bl-Phosphat (Fa. Merck), 1875 ml DMF (Fa. Merck), pH 8.8 einstellen

und filtrieren.

2.11.2. DasVectastain ABC-System (Fa. BIOLOGO)

Um ein Antigen in der Immunhistochemie nachzuweisen, wird nach der Applikation eines
biotinylierten Sekundérantikorpers ein vorgeformter Komplex aus Streptavidin  und
biotinyliertem Enzym (Peroxidase) eingesetzt. Die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin
ist um mehrere Zehnerpotenzen hoher als die zwischen Antigen und Antikorper. Dies
verringert die Gefahr von Auswertungen wahrend der verschiedenen Farbeschritte.

2.11.2.1. Ausfuihrung
Entparaffinisierungsreihe bis zum A.d.
Vorbehandlung: a) 90 min. Dampfkochtopf.

b) oder 5-10 min. Protease- Behandlung bei 37 °C.
dann Alkoholreihe von A.d. bis zum 96 % EtOH.
1 % H,0O, in Methanol (2 ml Wasserstoffperoxid in 200 ml EtOH) zur Blockierung endogener
Peroxidase, Alkoholreihe bis zu A.d., Waschpuffer.
Inkubation mit 4 % Milchpulver verdinntem Normalserum (15ul NS/ml) 20 min. bel RT.
Dies verhindert die unspezifische Antikdrperbindung an Gewebe wie z.B. Kollagenfasern.
Danach wird das Uberschiissige Normal serum abgesaugt.
Auftropfen des Primérantikorpers (in 2 % Milchpulver); 45 min. bei RT. Mit PBS Waschen,
putzen.
Auftropfen des biotinlyierten Sekundarantikorpers (in 2 % Milchpulver); 30 min. bei RT. Mit
PBS Waschen, putzen.
ABC-Reagenz dazu geben. 30 min. Inkubationszeit. Mit PBS Waschen.
Inkubatin mit Peroxidasesubstrat/Chromogengemisch (DAB mit Nickel-Cobalt-Verstéarkung
5-10 min. ohne H,O, und 10 min. mit Wasserstoffperoxid. Danach mit A.d. waschen.
Kernfarbung mit Hamatoxylin.
Wassern,Entwassern,Eindecken.
PBS ( Phosphat-gepufferte Kochsalzl 6sung, 0.01 M Phoshat, 0.15 M NaCl, pH 7.2-7.5).
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Abb. 2.10: Funktionsprinzip der immunhistochemischen Detektion mittels A) APAAP-Methode und B)
Biotin-Streptavidin-Signal verstérkungssystem.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Evaluierung der DOP-PCR

Da die Anzahl der neoplastischen Zellen in den zuvor mikroprdparierten L&sionen der
wesentliche begrenzende Faktor fir alle nachgeschalteten Analysen war, muf3te eine Technik
gewdhlt werden, mit der das genetische Material aus den wenigen Zellen (40-80
Zellen/Lasion) zuverlassig und reproduzierbar vermehrt werden kann. Fir diesen Zweck
wurden Methoden wie Whole genome amplification entwickelt, wovon es in der Zwischenzeit
verschiedene Abwandlungen gibt. Bis heute haben sich vor allem zwei Methoden
durchgesetzt - bekannt als PEP-PCR und DOP-PCR. Die meisten bisher publizierten
Anwendungen der PEP- oder DOP-PCR haben 1 ng und mehr DNA eingesetzt. Fir diese
Studie stand jedoch nur wenig genomisches Materia zur Verfigung (im Picogramm-Bereich).
Weiterhin ist bekannt, daf’3 die Qualitdt der DNA durch Formalinfixierung entscheidend
beeintrachtigt wird. Hinsichtlich dieser Einschrankungen wurde die DOP-PCR im Rahmen
der hier vorgestellten Arbeit weiter entwickelt und insofern optimiert, da3 eine
reproduzierbare Amplifizierung der DNA maoglich wurde. Zur Verifizierung der optimierten
DOP-Methode wurde versucht, die DNA aus einer einzigen Zelle (eine diploide Zelle besitzt
ca. 8 pg genomische DNA) zu amplifizieren. Zu diesem Zweck wurden zunéchst kultivierte
Zellen eingesetzt. Da die DNA-Isolierung zu weiterem Verlust des genomischen Materials
fuhren kann, muféte eine Alternative gefunden werden, die gleichzeitig die Zelle lysiert, die
DNA weitestgehend von Zellkernproteinen befreit und mégliche inhibitorische Faktoren
eliminiert. In einer Studie wurde gezeigt, dal3 das Blut direkt fur konventionelle PCR
eingesetzt werden kann, wenn es zuvor 3-5 min. bei 600 W in einer Mikrowelle vorbehandelt
wird (BioTechniques 1997). Diese Modifikation erwies sich bel der DOP-Methode als
unzureichend, da sie zu welteren Strangbriichen in der DNA (verursacht durch die
Mikrowellenenergie) fihrte und folglich die Effizienz der darauffolgenden PCR's
beguinstigte. Ebenso wurden durch das Aufkochen der Zellen (bel 95 °C) negativ beeinflufdte
Ergebnisse beobachtet. Durch Behandlung der Zellen vor der DOP-PCR mit einem
optimierten Lysepuffer wurde eine représentative Vermehrung der genomischen DNA aus
einer Zelle erzielt. Als optimaler Parameter fir die Zelllyse erwies sich eine Proteinase K-
Behandlung bei 48 °C, die deutlich effizienter als die sonst Ubliche Reaktionstemperatur von
37 °C war. Ferner wurde durch Einsatz von Tween 20 als Detergenz einerseits der
Lysevorgang verbessert und andererseits zur Stabiliserung der Polymerase-Funktion
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beigetragenE! Ein weiterer wichtiger Punkt bestand in der Wahl einer thermostabilen DNA-
Polymerase, die drel Kriterien zu erfillen hatte. Erstens sollte sie eine niedrige Fehlerrate
besitzen. Dies war fur die korrekte Ausfihrung bel der Mutationsanalyse entscheidend.
Hierbei kamen nur DNA-Polymerasen mit einer Leserkorrektur (proof reading) in Frage.
Zweitens sollte sie durch eine hohe Umsatzaktivitdt moglichst viele Produkte generieren.
Drittens sollte sie bei einer limitierten DNA-Konzentration effizient arbeiten. Nachdem eine
Reihe von Enzymen getestet wurde (AmpliTag, Fa. Perkin Elmer; ProofSprinter, Fa. AGS,
Taq Polamerase, Fa. Life Technologies; Taq Polymerase, Fa. Bohringer Mannheim; pfu und
pfu Turbo Polymerase, Fa. Stratagene), konnte festgestellt werden, dal3 die pfu-Turbo-
Polymerase ale unsere Anforderungen erfillen kann. Die hohe Umsatz- und die geringe
Fehlerrate dieses Enzyms wurden in einer anderen Arbeit unter Anwendung konventioneller
PCR bestétigt (Cline et a., 1996). Die Standard-Tag-Polymerase erwies sich durch die
Generierung von haufigen Artefakten in Form von alelischem Imbalance bei der
Mikrosatellitenanalyse als unzureichend. Dieses Phanomen wurde bereits fur unbehandelte
DNA berichtet, wenn die Konzentration der eingesetzten DNA-Menge limitiert war (Foucault
et al., 1996). Weitere Parameter, wie z.B. die Konzentration von dNTP's und MgCl, kdnnen
u.a. zu einer niedrigen Fehlerrate in der DOP-PCR beitragen (Stratagene; PCR-application).
Ferner kann ein optimaler pH-Wert eine genaue Amplifikation maximieren. Daher wurde die
DOP-Reaktion durch Feineinstellung der Parameterkonzentrationen (siehe Methoden) in
Kombination mit pfu-Turbo verbessert. Die technischen Daten zur Optimierung der DOP-
Methode wurden anhand der single cell-DOP-PCR kontrolliert und verifiziert. Hierbei wurde
eine einzelne kultivierte Zelle der Hela-Zellinieim Lysepuffer UN behandelt. Nach der DOP-
Prozedur wurde das Produkt fur verschiedene Reaktionen eingesetzt. Wichtig war vor alem,
ob dieses Produkt fir den Einsatz in der LOH-Analyse geeignet ist. So wurden jeweils 2 pl
der DOP-PCR mit unterschiedlichen Markern in eine PCR eingesetzt, um damit diverse
chromosomale Abschnitte zu amplifizieren. Wesentlich war eine gleichmaige Amplifikation
beider Allele auf den jeweiligen Chromosomenarmen. Wie in der Abbildung 3.1. ersichtlich
ist, gelang es, beide Allel-Langen reprasentativ und reproduzierbar in unabhéngigen
Reaktionen zu amplifizieren. Zur Kontrolle wurden jeweils 10 ng unbehandelte gDNA mit

den gleichen Markern generiert. Da sich die Signale vor und nach der DOP-PCR in ihrer

! Eine unspezifische Proteinverdau wird normal erweise mit Proteinase K in Kombination mit SDS al's Detergenz
durchgefihrt. Der Einsatz von SDS wurde hier vermieden, da es zur Degradierung der Polymerase filhren kann.
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Abb. 3.1: Amplifizierung der Mikrosatelliten-Marker auf dem Chromosomenarm 9p nach single cell-DOP-PCR.
Hierbei wurden drei unabhéngige DOP-PCR (A,B,C) unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Danach wurden
je 2 ul des DOP-Produktes als Template fir Mikrosatelliten-PCR eingesetzt. Zur Verifizierung wurden die
Reaktionen wiederholt (I & I1). Als Referenz wurde jeweils die gDNA aus der gleichen Zellinie mitamplifiziert
(N). Die gleiche Signalintensitédt beider Alleleist ein Hinweis auf die gute représentative Vermehrung der gDNA
bei der DOP-Reaktion.

Intensitét gleichen, kann man davon ausgehen, dal3 8 pg eingesetzter DNA (die Menge des
genomischen Materials einer Zelle) auf ca. 250 ng vermehrt WurdenE! Ferner wurden ca. 100
pg gDNA in einer DOP-PCR eingesetzt (siehe Abb. 3.2). Diese DNA stammte aus
archiviertem Tumorgewebe mit bekannten LOH's auf Chromosomenarmen 9p und 18q.
Dieses Experiment sollte demonstrieren, ob die chromosomale Deletion nach der Vermehrung
des Genoms erkennbar ist oder, bedingt durch diese Technik, falsch negative Ergebnisse zu
erwarten sind. Die falsch negativen Ergebnisse konnen durch Insertion einiger weniger
Nukleotide in dem verbliebenen Allel bedingt sein, so dal3 der Eindruck entsteht, beide
Kopien wéren vorhanden! Die Abbildung 3.2 zeigt, dal’ die Methode auch in diesem Punkt

Zuverlassig arbeitet.

Ferner wurde dasselbe Material fir die Generierung der PCR's fir die Mutationsanalyse
verwendet. Hierbei wurde das Exon | des K-ras-Gens amplifiziert und die mutierten Kopien
durch die RFLP-PCR (siehe Methode) angereichert. Die Abbildung 3.4 veranschaulicht, dafi3
es durch in vitro Amplifikation der gDNA zu keiner Verschiebung zugunsten einer der beiden
vorhandenen Sequenzen kommt. Die PCR-Fragmente wurden anschlief3end auf die Fehlerrate
durch direkte Sequenzierung Uberpruift.

2 4 % der DOP-PCR(2 von 50ul Gesamtvolumen) entspricht (nach der Signalintensitét der Referenz-DNA zu
beurteilen) 10 ng.
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Die Daten zeigten eine exakte Sequenzwiedergabe verglichen mit der Referenz-DNA ohne
DOP-Behandlung.

D18474 D9S1748
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Abb. 3.2: Darstellung der LOH-Analyse nach der DOP-Reaktion. Die Tumor-Proben wurden jeweils vor (A)
und nach (B) DOP-PCR mit zwei Markern auf Chromosomen 9 und 18 amplifiziert. Als Referenz wurde jeweils
die gDNA aus dem Darmgewebe desselben Patienten mit den Markern amplifiziert. Mikrosatelliten-Marker mit
zwei Basen-Wiederholungen (die sogenannten Dinucleotidrepeats) filhren bei der PCR-Amplifizierung leicht zur

Bildung einer Schleife (loop), so dal? ein Allel im Gel eine Reihe sogenannter , Stotterbanden’ zeigt, die fur
solche Marker charakteristisch sind.
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DPC4/exon 11 DCCl/exon 1

Abb. 3.3: Generierung der Genfragmente (DPC4 und DCC auf dem Chromosomenarm 18q) nach der single cell-
DOP-PCR . Hier wurden auch aus drei parallelen DOP-Reaktionen (1,11,111) PCR-Produkte amplifiziert und die
Produkte anschliefiend sequenziert. N: positiv-Kontrolle, -K: negativ-Kontrolle.

Abb. 3.4; Verifizierung der DOP-Reaktion anhand
der RFLP-PCR vom K-ragExon |. gDNA aus 100
Zéellen wurden nach der Mikrodissektion aus dem

Paraffin-Schnitt vermehrt und je 2 pl als Template
(D1: DOP 1; D2: DOP2) fir die Mutationsanalyse
eingesetzt. Als Vergleich wurde die Tumor-DNA

ohne DOP verwendet (T). Weiter wurde die
normale DNA des Patienten zur Darstellung der
Wildtyp-Variante mit dem gleichen Primerpaar
amplifiziert (Wt.). —-K: negativ-Kontrolle, M: DNA-

Langenmarker.
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3.2. Chromosomale Deletionen in den Gangepithelien

Der Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) ist ein deutlicher Hinweis auf die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Durch systematisches, paarweises Durchmustern
von Normal- und Tumorproben auf Marker, die die jeweiligen Zielgenen flankieren, wurde in
dieser Arbeit die Deletionsfrequenz fur die Loci 9p21, 17p13 und 18921 bestimmt. Dabei
wurden Mikrosatelliten-Marker eingesetzt, die statistisch bei den Menschen einen hohen
Polymorphismus besitzen und sich relativ nahe am zu untersuchenden Gen befinden. Diein
dieser Arbeit eingesetzten Marker besal3en im Durchschnitt eine 50%ige Informativitét. Mit
einer Ausnahme vom Marker TP53-PCR15, der intragenisch lokalisiert ist, befinden sich alle
andere Marker innerhalb der nicht codierenden Introns. In der Abbildung 3.5 ist die Position

der Marker auf Chromosomen 9,17 und 18 schematisch dargestellt.

18q12.3

D185474
OcM
D18546
D 185363
189211 DPC 4

6.84 cM
D18S535

10.08 cM
D18S877

A) Chromosomarm 18q
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit eingesetzten Mikrosatelliten-Marker. Auf dem
jeweiligen Chromosomenarm sind die Positionen der Marker sowie deren Abstand zueinander in Centi-Morgan
(cM) angegeben, die der genetischen Kartierung entspricht. Rekombinationshaufigkeiten definieren den
genetischen Abstand, der nicht dasselbe bedeutet wie der physikalische Abstand. Daher gibt eine genetische
Kartierung die relative Distanz zweier Loci voneinander wieder. Auf der linken Seite des jeweiligen
Chromosoms sind die Bandenmuster nach cytogenetischer (auch physikalische genannt) Kartierung angegeben.
Die Marker wurden méglichst nahe an den Ziel-Genen ausgesucht. Die Tumorsuppressorgene sind
entspreschend ihrer Lokalisation im schwarzen Kasten dargestellt. Das pl6-Gen liegt auf dem kurzen
Chromosomenarm 9p auf der Bande 21.1. Diese chromosomale Bande besteht aus drei Subbanden, die als
9p21.1, 9p21.2 und 9p21.3 bezeichnet werden. Das DPC4-Gen liegt auf der Bande 18g21.1 und das p53 auf
17p13.1.

Abb. 3.6: Ein Beispiel zur Mikrodissektion der L&sionen. Fur jeden Schnitt wurde ein Duplikat hergestellt und
dieses mit HE (Hematoxilin-Eosin) geféarbt. Aus dem ungeférbten Schnitt wurde das zu untersuchende Zellareal
herausprépariert. Der Paraffinschnitt wurde anschlieflend gefarbt und unter dem Mikroskop mit dem
Duplikatschnitt verglichen. Auf diese Weise wurde die histopathologische Klassifizierung der Lasionen
verifiziert und zugleich der Kontaminationsgrad von normalen Stromazellen quantitativ bestimmt. Das linke Bild

veranschaulicht einen Schnitt vor der Mikrodissektion. Das rechte Bild zeigt den Schnitt nach der Préparation.
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Abb. 3.7: Exemplarische Darstellung einiger PAA-Gele. Im Vergleich zu den Normalproben (N) zeigen einige
Lasionen nur eine Bande. Dies bedeutet die Deletion eines Allels im Bereich des jeweiligen Mikrosatelliten-
Markers (LOH). Bei wenigen Proben sind Restsignale in dem deletierten Allel sichtbar, was ein Hinweis auf
Kontamination der untersuchten neoplastischen Lasionen mit Normal-DNA ist. Bel den gezeigten Beispielen
handelt es sich um zwel PCR’s einer DOP-Reaktion. Als Negativkontrolle (-K) wurde stets eine Reaktion mit
dem entsprechenden Marker ohne Template durchgefiihrt.
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NR. | HIS | 304 \ 319 \171\ 157 | 474 ] 46 ]363] 535 ‘877 786 | TP53 | 796 | 1832
TO. [CEN. [ [TEL. CEN. [TEL.

EI5| 2 | HH | HH JUU]| NI NI | Nl | - | HH | Nl | NI | HH | O/O | NI

X4 3 - O | H | NI NIl | Nl | -] H | NI | NI H o) NI

E16| 2 | HH | HH | - | NI NI | NIl | - | H/H | NI | NI | H/H | H/H | NI

X6 [ - o - NI NI | NI | - U | NI | NI | H - NI
FALL 1

X10 | 1B - Nl | H | H O [NI[N| U JU]J[N] O H NI

E19 | 1B | - Nl [ND| - | ND | NIl | Nl | O/O |UU| NI | O- | 4 | NI

X17| 2 - NI [ o2 - NN [N O | O [N | O H NI

E18 | 2 - NI [ND| UU | ND | NI | NI | O/O |[O/O] NI | OO | +4- | NI
FALL 2

x28] 3 H U | NI | NI - [N NI -~ [ NI [ NI - - NI

E25| 3 | OO | UU | NI | NI |HH | Nl [ NI | HH | Nl | Nl | OO | UU | NI
FALL 3

X61| 2 - H | NI | NI H [ NI [Nl | H | N | NI - NI NI

B2I™2 T AMH | HH | NI | NI | UU | Nl [ NI | # | Nl | N | OO NI NI
FALL 4

X89| 1B | H H | NI | H H [Nl | H] H | N | NI - - NI

E30 1B H/H H/H NI H/H H/H NI | H/H | H/MH NI NI H/H | HH NI

X85| CA. | UU | O/O | NI | O - N - [uu [ NN - U NI

B2 MCca | - |00 [Nl OO | 4 | N | 4| - | N[N | UU]|UU]| N

X79| 1B | H H | NI | H H | NI | O] O | N | NI - H NI

E28 1B | HMH [ NI [HH | HH | NIl [AH| - | Nl | N | HH | UU]| NI
FALL 5

X46 | 1A | H H | NI | H Nl [Nl | O] 0?2 [Nl | U] N | NI U

E32| 1A | ND | OH | NI | HH | NI | NIl | - | OH | NI | H-| NI | NI H
FALL 6

All 2 NI H/H | ND | H/H H/H NI |[H/H| H/H |H/MH ]| NI ND NI HH

Al12 2 NI H/H | ND | HH H/H NI |HH| HH |H/H | NI ND NI HH

A13 2 NI H/H | ND | HH H/H NI |H/MH | H/H | H/H | NI ND NI HH

Ala 2 NI H/H | ND | H/H H/H NI [HH| HH |H/H| NI ND NI HH

E5 2 NI HH |H/MH | HH H/H NI |H/MH | H/H | H/H | NI H/H NI H/H

E6 2 NI H/H | H/H | H/H H/H NI |[H/H| H/H |H/MH ]| NI H/H NI H/H

A25| 1B NI H ND | O/O | H/H NI |[H/H| H/H |H/MH | NI ND NI H

E54 | 1B NI H/H | ND | HH HH NI | HH | H/H | H/H | NI ND NI H/H

E7 | 1B NI H/H | H/H | H/H H/H NI |[H/H| H/H |H/MH ]| NI H/H NI H/H
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K 1B NI HH |H/MH | HH H/H NI |H/MH | H/H | H/H | NI H/H NI o/o
E9 2 NI H/H | H/H | H/H H/H NI |[H/MH| H/H |H/MH | NI H/H NI H/H
K 2 NI HH |H/MH | HH H/H NI |H/O| H/H | H/H | NI H/H NI H/H
E10 | 1B NI HH |H/MH | HH H/H NI |H/MH | H/H | H/H | NI H/H NI H/H
K 1B NI H/H | H/H | H/H H/H NI |[H/H| H/H |H/MH ]| NI H/H NI H/H
FALL 7
A29 | 1B NI u/u NI O/M U/O | NI NI ? NI NI NI U NI
E52 | 1B NI O/O | NI H/H H/H NI NI H/H NI NI NI u/u NI
A30 2 NI H/H NI u/u - NI NI H NI NI NI U NI
E51 2 NI H/H NI U/u | U/U? | NI NI -/- NI NI NI u/u NI
A42 | CA. NI H/H NI H u/u NI NI O] NI NI NI H NI
ES3 | CA. NI u/u NI u/u u/u NI NI O/0O | NI NI NI u/u? NI
FALL 8
C31| 1A HH NI NI uu NI HH | HU NI HH | NI HH NI HO
K 1A HH NI NI -0 NI H- -- NI H- NI HH NI --
C33| 1A HH NI NI HH NI HH | HH NI HH | NI HH NI HH
K 1A HH NI NI HH NI HH | -- NI HO | NI H- NI H-
C34 | 1B HH NI NI HH NI HH | HH NI HH | NI HH NI HH
K 1B H- NI NI HH NI HH | H- NI HH | NI H- NI H-
C35| 1A -- NI NI HH NI HH | HH NI HH | NI HH NI HH
K 1A -- NI NI HH NI HH | H- NI HH | NI H- NI H-
C36 | 1B HO NI NI ou NI HO | HO NI HH | NI HH NI 0]0)
K 1B HH NI NI OH NI HH | HH NI HH | NI H- NI O-
C41| 1B HH NI NI HH NI HH | HH NI HH | NI HH NI HH
K 1B HH NI NI HH NI HH | HH NI HH | NI -- NI HH
FALL 9
C47 | 1B HH NI NI HH NI Uu | NI HH NI NI -- NI HH
K 1B HH NI NI H- NI SS | NI HH NI NI -- NI H-
C5l| 1A 0]0) NI NI HO NI HH | NI uu NI NI HH NI HH
K 1A -- NI NI uU- NI Uu | NI -- NI NI HH NI O-
C52 | 1B HH NI NI HH NI HH | NI HH NI NI HH NI --
K 1B HH NI NI HH NI HH | NI HO NI NI HH NI --
FALL 10
D50 2 NI O/O | H/H | H/O NI H/H | H/H NI - NI -/- NI H/H
E56 2 NI O/O |H/H | OIO NI -/- | UV NI O/O | NI O/o NI u/u
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FALL 11
E3 | CA NI HH Uu | HH NI HH | NI NI HH | NI 0]0) NI [HH
E4 | CA NI HH Uu | HH NI HH | NI NI HH | NI 0]0) NI HH
FALL 12
E35 1B HH HH | HH NI HH NI | HH NI NI | HH NI HH NI
K 1B HH HH | HH NI HH NI | HH NI NI | HH NI HH NI
E36 | 1B HH HH | HH NI HH NI | HH NI NI | HH NI HH NI
K 1B HH HH | HH NI HH NI | HH NI NI | HH NI HH NI
E38 | CA 0]0) HO | UU NI HH NI -0 NI NI | OO NI uu NI
K CA 0]0) OO0 | uu NI HH NI | OO NI NI -0 NI -U NI
FALL 13
EG3 1A HH NI HH NI HH NI NI HH NI | HH HH HH HH
K 1A HH NI HH NI HH NI NI HH NI | HH HH HH HH
E64 | 1B HH NI HH NI HH NI NI HH NI | HH HH HH HH
K 1B HH NI HH NI HH NI NI HH NI | HH HH HH HH
E65 2 HH NI HH NI HH NI NI - NI | HH HH HH HH
K 2 HH NI HH NI HH NI NI - NI | HH HH HH HH
E67 | 1A HH NI HH NI HH NI NI - NI | HH HH HH HH
K 1A HH NI HH NI HH NI NI - NI | HH HH HH HH
FALL 14
E75 2 ou O- OH NI NI 00 | OO NI NI NI HH HH NI
K 2 uu ou | OO NI NI 00 | OO NI NI NI HH OH NI
E78 2 0? 00 | OO NI NI 00 | OO NI NI NI HH U- NI
K 2 uu OouU | UuU NI NI OouU | HU NI NI NI HH uu NI
E79 | CA HH OO0 | OO NI NI OO0 | OO NI NI NI 0]0) O- NI
K CA uu OO0 | OO NI NI OO0 | OO NI NI NI 0]0) 0]0) NI
FALL 15
E73 | CA 0] uu | 00| UU NI NI | OO NI HH | U- NI NI O-
K CA uu uu | OO | UU NI NI | OO NI HH | UU NI NI --
E83 3 H- 00 | OO0 | OO NI NI O- NI HH | OO NI NI O
K 3 HH 00 | 00 | uwu NI NI | OO NI HH | HH NI NI HH
E85 2 H- OO0 | HH | OH NI NI | HH NI HO | HH NI NI HH
K 2 O- O- H O- NI NI | HH NI H- H- NI NI HH
E88 2 uU- UH | OO | HH NI NI | HH NI OO | HH NI NI O-
K 2 uu Uu | HH | HH NI NI | HH NI HH | HH NI NI 0]0)

FALL 16
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F17 3 HH NI NI HH HH | OO | NI NI HH | OO NI NI HH
K 3 HO NI NI HO HH | OO | NI NI uu | OO NI NI HH
F18 2 HH NI NI HH HH | HH | NI NI HH | HH NI NI uu
K 2 HH NI NI HH HH | HH | NI NI OO | HH NI NI uu
F19 3 HH NI NI 0]0) Uu | HH | NI NI uu | OO NI NI 0]0)
K 3 HH NI NI OH Uuu | OO | NI NI uu | 00 NI NI --

F20 3 HH NI NI HH HH | HH | NI NI uu | OO NI NI |OO
K 3 HH NI NI 0]0) HH | HH | NI NI - | OO NI NI O-
F21 2 HH NI NI HH HH | HH | NI NI OO | HH NI NI uu
K 2 HH NI NI H- HH | HH | NI NI OO | HH NI NI uu
FALL 17
F9 2 HH NI -H NI HH | HH | NI NI NI | HH NI HH NI
K 2 HH NI HH NI HH | HH | NI NI NI | OO NI 0]0) NI
F10 2 HH NI HH NI HH -- NI NI NI | HH NI HH NI
K 2 HH NI HH NI HH -- NI NI NI uu NI HH NI
F12 2 HH NI 0]0) NI HH -- NI NI NI | HH NI HH NI
K 2 HH NI -- NI HH -- NI NI NI | HH NI uu NI
F51 | CA 0]0) NI uu NI HH | OO | NI NI NI | HH NI HH NI
K CA -- NI uu NI HH | HH | NI NI NI | HH NI HH NI
FALL 18
F6 2 NI -- NI HH NI NI | OO | HH | HH | UU NI NI 0]0)
K 2 NI uu NI HH NI NI |HH | HH | HH | UU NI NI HH
F7 | CA NI HH NI 0]0) NI NI | UU | HH | HH | OO NI NI uu
K CA NI 0]0) NI uu NI NI | UU | HH | HH | OO NI NI uu
FALL 19
EQS0 3 NI NI HH uu NI NI | OO | UU Uu | NI NI NI 0]0)
K 3 NI NI uu uu NI NI | OO | UU Uu | NI NI NI 0]0)
E9l 3 NI NI HH | HH NI NI | OO | UU Uu | NI NI NI 0]0)
K 3 NI NI 0]0) -- NI NI | OO | UU Uu | NI NI NI 0]0)
E92 3 NI NI uu uu NI NI | OO | HH Uu | NI NI NI HH
K 3 NI NI UuU | HH NI NI | OO | HH | HH | NI NI NI HH
E93 3 NI NI HH uu NI NI | OO | UU Uu | NI NI NI --
K 3 NI NI HH uu NI NI | OO | UU | HH | NI NI NI HH

FALL 20




F45 2 HH NI 0]0) NI NI NI | HH | HH NI NI HH NI [HH
K 2 HH NI 0]0) NI NI NI | HH | HH NI NI HH NI HH
F47 1A HH NI HH NI NI NI | HO | HH NI NI HH NI HH
K 1A HH NI HH NI NI NI | HH | HH NI NI HH NI HH
F38 2 uu NI 0]0) NI NI NI H- uu NI NI uu NI 0]0)
K 2 uu NI 0]0) NI NI NI | OH uu NI NI uu NI 0]0)
F48 2 HH NI HH NI NI NI | HH | HH NI NI uu NI 0]0)
K 2 HH NI HH NI NI NI -0 HH NI NI uu NI O-
F35 2 HH NI 0]0) NI NI NI | OO | OO NI NI H- NI HH
K 2 HH NI uu NI NI NI | HH | OO NI NI HH NI H-
F46 2 HH NI HH NI NI NI | OO | HH NI NI H- NI uu
K 2 HH NI uu NI NI NI | HH | HH NI NI HU NI uu
F30 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI HH NI H-
K 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI HH NI H-
F31 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI uu NI U-
K 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI -- NI uU-
F32 3 uu NI HH NI NI NI | OO | UU NI NI HH NI ou
K 3 uu NI HH NI NI NI | OO | UU NI NI U- NI HH
F33 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI HH NI 0]0)
K 3 uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI HO NI 0]0)
F34 3 uu NI uu NI NI NI | HO | UU NI NI H- NI H-
K 3 uu NI uu NI NI NI | HO | UU NI NI H- NI H-
F49 2 HH NI HH NI NI NI H- HH NI NI H- NI uu
K 2 HH NI HH NI NI NI H- HH NI NI H- NI uu
F53 | CA uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI -- NI uu
K CA uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI -- NI uu
F54 | CA uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI -- NI uu
K CA uu NI uu NI NI NI | OO | UU NI NI -- NI uu
FALL 21
F26 3 HH NI NI 0]0) Uu | HH | NI NI HH NI NI uu
K 3 HH NI NI 0]0) Uu | HH | NI NI uu NI NI HH
F28 2 -- NI NI 0]0) Uu | OO | NI NI HH NI NI 0]0)
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K 2 -- NI NI 0]0) Uuu | OO | NI NI SS NI NI 0]0)
F29 3 -- NI NI 0]0) Uu | OO | NI NI HH NI NI HH
K 3 HH NI NI 0]0) Uuu | OO | NI NI HH NI NI HH
F24 2 0]0) NI NI 0]0) Uu | OO | NI NI HH NI NI 0]0)
K 2 -- NI NI -- Uu | HH | NI NI HH NI NI uu
F25 3 HH NI NI 0]0) SS | OO | NI NI HH NI NI HH
K 3 0]0) NI NI 0]0) -- OO | NI NI -- NI NI HH
F52 | CA HH NI NI -- Uuu | OO | NI NI 0]0) NI NI 0]0)
K CA -- NI NI -- HH | OO | NI NI 0]0) NI NI 0]0)
FALL 22

Tabelle 3.1: Detaillierte Ergebnisse der LOH-Analyse. Hierbei sind nur digjenigen Proben aufgelistet, die
paarweise vorhanden und auswertbar waren. In der ersten Spate sind L&sionenpaare mit interner
Durchnummerierung aufgefuhrt. Die korrespondierenden Gegenproben sind mit ,K* bezeichnet. In der zweiten
Spalte wurde die histopathologische Klassifizierung der Proben geschildert. In der zweiten Zeile von oben sind
die eingesetzten Marker mit ihrer cytogenetischen Lokalisierung dargestellt. Pro Lasionenpaar und Marker sind
vier PCR’s (mindestens drei) durchgefihrt. Jede Reaktion entspricht einem Symbol (Buchstabe) in der Liste.

H: heterozygot

NI: nicht informativ
O: LOH im oberen All€l
U: LOH im unteren Allel

- kein Amplifikat (Ausfall)
1A: PANin 1A
1B: PANin 1B

PANin 2
3 PANin 3
ca Cancer insitu

3.3.  Auswertung der LOH-Daten

Insgesamt wurden 364 gangepithelialen Lasionen aus dem Pankreasgewebe von 22
verschiedenen Personen bearbeitet. In 21 Féllen stammte das Material von Personen mit
einem nachgewiesenen Pankreas-Tumor. In einem Fall wurden die L&sionen aus einem
gesunden Gewebe mit préneoplastischen Gangverdnderungen prépariert. Bei allen Proben
handelte es sich um archiviertes Paraffin-Material. Der dteste Paraffinblock stammte aus dem
Jahre 1996 und der jungste aus dem Jahre 1999. Be 204 Proben konnten keine
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korrespondierenden Lasionen als Kontrolle zu der DOP-PCR mikrodissektiert werden. Daher
wurden sie bei der Auswertung nicht berticksichtigt. Von 51 weiteren Lasionen konnte nach
der DOP-Amplifizierung kein Produkt generiert werden. Dies |a3t sich insofern erkldren, dai3
der Transfer des préparierten Zellareals ins Reaktionsgeféld nicht erfolgreich durchgefihrt
wurde. 12 Lasionenpaare sind wegen einer hohen Ausfallrate (Amplifikationsrate < 70 %)
ausgeschlossen worden. 8 Lasionen wurden aufgrund hoher Kontamination (Stromazellen)
ausgeschlossen. Sieben weitere erwiesen sich als histologisch diskordant. Insgesamt konnten
81 Lasionenpaare (Reaktion 1 und 2) ausgewertet werden. Das genomische Material der
Proben (L&sionen) wurde durch DOP-PCR vermehrt. Daraus sind anhand der Mikrosatelliten-
Marker Fragmente durch PCR generiert worden. Nach der Auftrennung der Produkte in einem
PAA-Gel und nach anschlief3ender Visualisierung der Banden durch Silberféarbung wurden
bei denjenigen Proben LOH festgestellt, bei denen im Vergleich zu der korrespondierenden
Normalprobe (Positivkontrolle) ein Allel fehlte oder eine Signalreduktion von mindestens
50% aufwies. Dieses Auswahlkriterium spielt insofern eine Rolle, da bel der Mikrodissektion
der Epithelzellen nicht immer verhindert werden konnte, da0 auch Stromazellen in die
Préparation gelangen. Eine 75%ige Signalreduktion bei einem Allel bedeutet eine 50%ige
Kontamination mit Normalgewebe, was theoretisch den ungunstigsten Fall darstellen wirde.
Nach mikroskopischer Uberprifung der Gewebeschnitte auf Anteile der Normalzellen wurden
digenigen Lasionen aussortiert, die den Wert Uberschritten haben. Die Auswertung der
gesamten Proben wurde pro chromosomalem Arm vorgenommen, wenn einer oder mehrere
Marker pro Chromosom informativ waren. Ferner wurden die Daten nach Chromosomen
entsprechend der histologischen Klassifizierung (Grading) und nicht nach Fall (Patient)
ausgewertet. In der Tabelle 3.3 ist die LOH-Rate der auswertbaren Lasionen in Korrelation zu

hi stopathol ogi schen Bestimmungen zusammenfassend dargestel It worden.

3.3.1 KlonaleProgression der Epithelzellen

Eine genaue Betrachtung der Tabelle 3.2 zeigt, dal3 einige Félle ein heterogenes LOH-Muster
beinhalten. Im Fall 21 sind beispielsweise zwei Lasionen mit gleichem morphologischen
Phanotyp, aber mit genetisch unterschiedlichen Merkmalen (F38 und F48) zu beobachten.
Beide Lasionen sind histologisch als dysplastisch (PanIN 2) klassifiziert worden, wobei F38
auf dem Chromosomenarm 9p heterozygot ist und F48 in der gleichen Region eine Deletion
aufweist. Folgerichtig ist annehmbar, dal’3 die untersuchten Zellklone von der gleichen
epithelidlen Mutterzelle stammen, die jedoch in ihrer Entwicklung verschiedene Wege
eingeschlagen haben. Andererseits zeigten die hochgradig dysplastischen Lasionen sowie
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Krebszellen (PanIN 3 und CIS) in ihren genetischen Verdnderungen ein homogenes Bild. Die
letztgenannten Zellen zeichnen sich durch ihre hohe Proliferationsaktivitét aus. Dieser
Wachstumsvorteil dirfte die Folge einer (mindestens) weiteren Gen-Inaktivierung in den
betroffenen Zellen (Zellklonen) sein. Dieses Beispiel unterstreicht die These einer klonalen
Entwicklung der neoplastischen Zellen (Fearon et al., 1990).

3.3.2 Ausfallrateund Artefakte

Wie aus der Tabelle 3.2 zu entnehmen ist, war es bei einigen Proben nicht moglich, mit den
eingesetzten Markern Fragmente zu generieren, die in der Tabelle als Ausfélle definiert sind.
Eine Erkléarung dafir ist die unzureichende DNA-Qualité bedingt durch die Formalin-
Fixierung. Demzufolge wird der DNA-Strang oxidativ degradiert, so dal3 die DNA in viele
sehr kurze DNA-Strénge zerlegt wird. Diese kleinen DNA-Moleklle werden zwar in der
DOP-Reaktion vermehrt, besitzen aber haufig nicht die erforderliche Lange fir ene
erfolgreiche Mikrosatelliten-PCR. Die Ausfélle kdnnten andererseits auch durch homozygote
Deletionen (Verlust beider Allele) verursacht sein. Diese Art der Inaktivierung wurde bislang
fir das DPC4- und p16-Gen beobachtet (siehe Einleitung) und nicht fur das p53-Gen. Da die
fir das p53-Gen flankierenden Marker eine gleiche Ausfallrate zeigen wie die anderen
Marker auf chromosomalen Armen 9p und 18g, erscheinen homozygote Deletionen
zumindest nicht fur die Mehrzahl der Ausfélle verantwortlich zu sein. Ein weiterer Punkt bei
der Auswertung der Daten sind die sogenannten Artefakte. Als Artefakte wurde jede
Diskrepanz im Bandenmuster zwischen beiden DOP' s bzw. zwischen beiden PCR’ s derselben
DOP-Reaktion definiert. In der Tabelle 3.4 sind die Artefaktenfallen in Abhéngigkeit der
jeweiligen Marker aufgefihrt. Demnach wurde ein Durchschnittswert von 19 % fur ale
Reaktionen ermittelt. Hierbei wurde allerdings nicht nach Art der Diskrepanz unterschieden.
Die ermittelten Daten aus der Tabelle 3.4 zeigen, dal3 einige Marker haufiger (D9S157 mit
33%) und andere dagegen selten (TP53 mit 7 %) Artefakte bilden. Da die meist
chromosomalen Deletionen in den Lasionen mit histologisch héheren Entwicklungsstadien
(Dysplasie) ermittelt wurden, war es interessant festzustellen, ob gerade diese Lasionen zu
mehr diskordanten Daten tendieren. Bel den meisten Artefakten handelte es sich um
konkordante Daten innerhalb einer DOP-Reaktion und diskordante Ergebnisse zwischen
beiden Reaktionen. Dies kann durchaus mit der heterogenen Klonalité der Zellareale
(Lasionen) erklart werden, was bei einigen auswertbaren Lasionen mit reproduzierbaren
Daten (siehe Abschnitt 3.3.1) beobachtet worden ist.
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Marker Ausfélle Artefakte Infor mativitat
D9S304 38/272 14% 9/57 16% 71%
D9S319 21/136 9% 10/32 31% 62%
D9S171 14/272 5% 8/43 19% 57%
D9S157 23/208 11% 15/46 33% 62%

D185474 16/172 9% 3/36 8% 43%
D18346 22/167 13% 6/28 21% 38%
D18S363 25/220 11% 13/48 28% 57%
D18S535 17/200 9% 4/42 10% 57%
D18S877 71156 5% 7/33 21% 48%
D175786 15/188 8% 5/29 17% 38%
TP53 PCR.15 14/216 7% 3/42 7% 57%
D17S796 38/200 19% 5124 21% 62%
D1751832 33/292 11% 10/57 18% 48%

10.5% 19% 22 Félle

Tabelle 3.2: Anzahl der Ausfélle und Artefakte in einzelnen Markern sowie ihre Informativitétsrate bei der

untersuchten Population (22 Personen) in dieser Studie. Diese Daten wurden aus den gesamten Proben

unabhéngig von den histol ogi schen Bestimmungen generiert.

Die Diskrepanz zwischen 2 Mikrosatelliten-PCR'’s, die mit demselben DOP-PCR-Produkt

hergestellt wurden, kann die Folge einer limitierten DNA-Menge sein. Durch die geringe

Zellzahl einer préparierten Lasion kann es trotz Vermehrung der DNA in der DOP-Reaktion

nicht zur Bereitstellung ausreichender Kopien im betreffenden Genomabschnitt kommen,

wodurch die nachfolgenden PCR’'s keine reproduzierbaren Ergebnisse liefern (allelic size

exclusion-Phénomen). Wie aus der Tabelle 3.5 zu entnehmen ist, betrifft dies die

hyperplastischen Lésionen mit flachem oder papildrem Epithel (1A und 1B) in Uber 50 % der

Fale. Diese Lasionen waren aufgrund ihrer limitierten Zellzahl schwer zu mikrodissektieren.
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Zwischen Zwischen beiden PCR’sener Summe der

beiden DOP's DOP-Reaktion Artefakte
1A 2 22% 7 78% 9/52 17%
1B 6 46% 7 54% 13/100 | 13%
2 26 65% 14 35% 40/183 | 22%
3 17 7% 5 23% 22/107 | 20%
ca 9 90% 1 10% 10/72 | 14%

Tabelle 3.3: Differenzierte Analyse der Artefakten in den untersuchten La&sionen in Abhéngigkeit von

morphol ogischen Progressionsstadien. Die Rate der diskordanten Falle betragt im Durchschnitt 19 %.

Die LOH-Daten wurden insgesamt sehr streng ausgewertet, um mdoglichst jegliche falsch
positiven Ergebnisse zu vermeiden. Die nach den beschriebenen Kriterien (siehe oben)
ausgewerteten Daten sind als real zu bezeichnen, denn die Verteilung der LOH-Rate in
Korrelation mit histologischen Befunden ist in den untersuchten L&sionen unterschiedlich.
Dies bedeutet kein Zufallsereignis, anderenfalls miféte die Rate bel allen mehr oder weniger

gleich sein.

3.4. Korrelation des histopathologischen Progressionsmodells mit der LOH-Frequenz

In den sieben Lasionen mit flacher Epithelschicht (PanIN 1A) wurde in alen drei
chromosomalen Armen kein Allelverlust festgestellt. Diese Lasionen sind einerseits
morphologisch mit keiner Zellkern-Atypie begleitet und andererseits genetisch scheinbar
stabil. In der darauffolgenden Progressionsstufe PanIN 1B betrug die LOH-Rate auf dem
Chromosom 9p gleich null, wobei zwei von 10 Proben (17 %) einen Allelverlust auf
Chromosom 17p aufwiesen. PanIN 1B ist durch die papillare (statt flacher) Epithelschicht
charakterisiert. Die neuen Nomenklaturen PanIN 1A und 1B wurden bis vor kurzem von
WHO (world health organization) zusammengefaldt as Hyperplasie bezeichnet. Alle
dysplastischen Lasionen mit einer niedrigen Atypie (PanIN 2) zeigten im Durchschnitt ca.
40% LOH fur drei chromosomale Abschnitte. Dies kann so interpretiert werden, dal3 mit
Zunahme des Dysplasiegrades (dies betrifft nicht allein die Zellgrof3e) auch die Instabilitét des
Genoms zunimmt. Am stérksten ist der Chromosomenarm 17p mit 48 % betroffen. Der

Verlust der 17p-Region zeichnet sich durch langsame und kontinuierliche Zunahme in den
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beiden darauffolgenden Stadien (PanIN 3 mit hochgradiger Atypie und CIS) aus. Eine
wesentliche Steigerung der LOH-Rate ist bei den Abschnitten 9p und 18q in den zuletzt
genannten Lasionen zu verzeichnen (Details siehe Tabelle 3.4).

Die LOH-Daten demonstrieren, dal3 der Verlust vom Chromosomenarm 17p ein frihes
genetisches Ereignis ist. Das Tumorsuppressorgen p53 in dieser Region scheint die
Tumorprogression in den Gangepithelien des Pankreas von den hyperplastischen zu den
dysplastischen Zellen zu beginstigen. Jedoch ist es wahrscheinlich, dal3 fir die weitere
Entwicklung der Zellen zu malignen Tumoren die Inaktivierung der Tumorsuppressorgene
p16 und DPC4 notwendig ist. Ferner liefert die Abbildung 3.7 den entscheidenden Beweis
dafur, dai3 die epithelialen Gangzellen im Pankreas die Vorléauferlasionen darstellen (siehe

unten).
Summe der Histologie Chromosom | Chromosom | Chromosom

L &sionen 9% 18q 17p
8 PANin 1A (WHO 0) or7 0/6 o7
15 PANin 1B (WHO 0) 0/12 1/14 2/12
29 PANin 2 (WHO 1&2) 7123 8/24 13/25
17 PanIN 3 13/15 14/16 6/10
12 CIS 8/8 911 10/11

=-81

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der LOH-Daten der analysierten Lasionen nach ihrer histologischen
Klassifizierung. Die Zahlen in den Spalten bedeuten das LOH-Vorkommen im Verhdltnis zu der absoluten Zahl
von auswertbaren Proben pro chromosomalem Arm.

3.5.  Akkumulative Inaktivierung der Tumorsuppressorgene

Werden chromosomale Verluste in derselben Lasion (soweit ale drei auswertbar sind) in
Verbindung miteinander und unter Berticksichtigung histologischer Progressionsstadien
analysiert, wird deutlich, dal3 die Deletionen und die daraus folgenden Geninaktivierungen in
einer zeitlichen Abfolge geschehen (Abb. 3.8). Dartiber hinaus geht aus der Analyse hervor,
dai3 die Entwicklung der neoplastischen Gangepithelien bis hin zum Krebs scheinbar durch
einen akkumulativen Prozeld gesteuert wird, indem mindestens drel Gene inaktiviert sind
(72% der Krebslasionen zeigen in allen drei chromosomalen Armen Deletionen).
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Abb. 3.8: Darstellung der Daten aus der Tabelle 3.4 in einem Sdulendiagramm. Auf der X-Achse sind Lasionen
nach der Histologie aufgefiihrt. Die Y-Achse zeigt die prozentuale LOH-H&ufigkeit der entsprechenden Proben.
Die Daten wurden zusétzlich nach der aten Klassifizierung (WHO) im unteren Diagramm analysiert, um die
Unterschiede bezliglich der LOH-Rate zu verdeutlichen. PanIN 1A und 1B entsprechen dem WHO 0, PanIN 2
dem WHO 1 und WHO 2, PanIN 3=WHO 3.
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Die hyperplastischen Léasionen PanIN 1A und PanIN 1B weisen keine chromosomalen

Deletionen auf. Hingegen ist eine 60%ige LOH-Rate schon bei den dysplastischen

Epithelzellen mit geringer Atypie zu verzeichnen. Dabei besitzen 40 % der Lasionen

mindestens ein HilEl(siehe Tabelle 3.5). In dem darauffolgenden Progressionsstadium zeigen

ale Proben ausnahmslos mindestens ein Hit. 61 % von ihnen besitzen 2 Hits und 26 % drel

Hits. Anhand dessen wird deutlich, dal3 eine morphologische Veranderung des Zellkerns

einen Hinwels auf genetische Instabilitét der betroffenen Zellen geben kann.

PANiIn 1A PAN 1B PANin 2 PANin 3 CIS
OxHIT’s 6/6 10/10 7/19 0/8 o/7
IXHIT’s 0/6 0/10 8/19 1/8 7
2XHIT’s 0/6 0/10 2/19 5/8 7
3XHIT’s 0/6 0/10 2/19 2/8 5/7

Tabelle 3.5: Haufigkeit der genetischen Ereignisse (HITs) in den Lasionen, in denen alle drei chromosomale

Abschnitte auswertbar waren.
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Abb. 3.9: Prozentuale Héaufigkeit der LOH-Rate in Abhéngigkeit von Chromosomenabschnitten und

morphol ogischen Progressionsstadien. Die dazugehtrigen Werte sind in der Tabelle 3.5 aufgelistet.

3 Als Hits wurden Deletionen auf dem jeweiligen chromosomalen Arm bezeichnet. Demzufolge besitzen
Lasionen drei Hits, wenn alle drei Chromosomenarme 9p, 17p und 18q in denselben L&sionen deletiert sind.
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3.6. Nachweisvon DPC4- und p53-Genprodukten mittels mmunhistochemie

Das p53-Genprodukt besitzt eine relativ kurze Halbwertzeit (ca. 20 Minuten). Daher ist der
Nachweis dieses Proteins in einem gesunden Gewebe bedingt durch einen raschen Abbau
nicht mdoglich. Anders verhdlt sich das mutierte Protein. Mutationen bewirken eine
Konformationsanderung dieses Genproduktes, die zu einem verlangsamten Abbau dieses
Proteins fuhrt. Dies verursacht die Akkumulation des p53-Proteins in den betroffenen Zellen.
Diese Eigenschaft wurde in dieser Arbeit genutzt, um mittels eines Antikorpers das mutierte
Protein nachzuweisen. Ferner wurden anhand dieser Technik die Expression des DPC4-
Wildtyp-Proteins in den untersuchten Lasionen verfolgt. Zuvor wurde mittels LOH-Anayse
die heterozygote Deletion einer der beiden Genkopien in den Gangepithelzellen bestimmt. So
konnte der fehlende Nachweis des DPC4-Proteins ein Hinweis auf die Inaktivierung des
zweiten Wildtyp-Allels sein, da Mutationen normalerweise in diesem Gen einen
Expressionsverlust ausldsen. Das DPC4-Gen codiert fir ein 64 Kd Protein (Liu et al., 1997).
Dieses Genprodukt besitzt drei unterscheidbare Doménen: DNA-Bindungsdoméne, eine
Domane zur transkriptionellen Aktivierung und eine Domane, die fir eine Zellkern-
Trandlokalisation notwendig ist. Mutationen in all diesen Doménen kénnen zu einem
Funktionsverlust des Proteins fuhren (De Winte et a., 1997). Die Sensitivitdt dieser
Antikorper-Markierung wurde in einer bereits publizierten Studie verifiziert (Robb et al.,
2000). Dabei wurde die Abwesenheit des DPC4-Proteins in denjenigen Proben bestétigt, in
denen zuvor die Deletion eines Allels kombiniert mit einer Mutation im zweiten Allel
bestimmt worden war.

Hierzu sind die erzielten Daten in der Tabelle 3.6 aufgefuhrt. Als Kontrolle fir die p53-
Expression eignen sich die umliegenden normalen Stromazellen, denn in diesen Zellen wird
kein p53-Protein exprimiert. Im Falle des DPC4-Genproduktes wurden die Inselzellen as
Positivkontrolle eingesetzt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dal3 die Akkumulation des p53-
Proteins in den Gangepithelien proportional mit den steigenden Entwicklungsstadien
zunimmt, was auf eine steigende Mutationsrate im p53-Gen hinweist. Dennoch féllt auf, dafi3
der Lasionstyp PanIN2 eine weitaus niedrigere Mutationsrate im p53-Gen im Vergleich zu
den Ergebnissen aus der 17p13- LOH-Analyse zeigt.

Im Fale des DPC4-Proteins konnte bei den Lasionstypen PaniIN1A und 1B in allen
untersuchten Proben die Expression des Proteins nachgewiesen werden. In 13 % der PanIN2-
Lasionen wurde die Abwesenheit des Proteins beobachtet. Dies steigt in PanIN3-L&sionen auf

41 % an und erreichte in Karzinom-Lasionen 50 %. Der Vergleich dieser Daten mit den



Ergebnissen aus der LOH-Analyse des 18g21.1-Locus zeigt eine dhnliche Zunahme der
Inaktivierung dieses Gens, wie fur p53 beobachtet (siehe Abb. 3.10).

= p53 |DPC4| p53 |DPC4| p53 |DPC4| p53 |DPC4| P53 [DPC4| p53 |DPC4
1 neg pos 0/1 22 0/1 2/2 0/1 22 0/6 2/2 - 11
2 pos | neg 0/1 3/3 0/2 22 - - 1/2 12 11 11
3 neg | neg - 3/3 0/1 2/2 0/1 11 - 0/1 0/4 1/4
4 pos | neg. 0/1 4/4 0/1 2/2 12 2/2 - 2/2 1/4 1/2
5 Neg | neg | 0/6 5/5 0/2 2/2 0/1 1 - 2/2 0/4 13
6 pos | neg 0/4 4/4 - - 0/1 11 0/1 2/3 2/3 2/3
7 neg | neg 0/3 22 o7 6/6 - 11 - 0/1 - 0/1
8 neg | neg 0/1 3/3 0/3 22 - - 0/4 22 - -

9 pos | pos 0/3 11 0/3 1 0/1 11 - - - -

10 pos - - 3/3 0/4 22 0/1 11 0/1 1 - -

11 pos - 0/2 5/5 0/11 5/5 0/1 - 0/1 - - -

12 neg neg 0/1 3/3 0/5 3/3 - 11 - 2/2 0/1 11
13 pos | Pos 0/3 2/2 0/3 2/2 - 3/3 11 3/3 11 3/3
14 pos | Pos - 22 0/1 2/2 12 22 2/3 2/2 11 22
15 pos. | pos - 22 0/3 2/2 0/3 22 0/3 1 1/3 0/1
16 pos | Pos - 11 0/1 - 0/1 11 0/4 11 5/7 1/3
17 pos | pos - - 0/1 - - - 0/1 - - -

18 pos | Pos - 22 0/2 2/2 0/4 4/4 0/2 3/3 - 3/3
19 pos | pos - 22 0/2 2/2 - - 0/2 3/3 - 3/3
20 pos | neg | 0/6 2/2 0/6 2/2 - - 0/2 - 4/5 0/3
21 neg - 0/1 - 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/5 -

m‘ wo|14/21| 918 | 0/33 | 551 | 062 |4U4L | 2/22 | 23123 | 4/36 | 27/31 | 16/39 | 20/34
L?ST]L 7/21 | 9/18 | 33/33| 0/51 | 62/62 | 0/41 | 20/22 | 0/23 | 32/36 | 4/31 | 23/39 | 14/34

Verlust 66% 50% | 0% 0% 0% 0% 9% 0% 11% | 13% 41% | 41%

Tabelle 3.6: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen anhand monokolonaler Antikdrper gegen das
p53- bzw. DPC4-Proteins. Im Fale des p53-Proteins weist der Nachweis des Antigens (hier als positiv
bezeichnet) auf eine Mutation hin. Beim DPC4-Protein deuten die negativen Félle jedoch indirekt auf eine
Mutation in den jeweiligen Lasionentypen hin. Die Felder ohne Zahlen (-) bedeuten, dal? diese Lasionstypen

nicht analysiert wurden.
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Abb. 3.10: Vergleich der Daten aus der LOH-Analyse und immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis

der Expression in den DPC4- bzw. p53-Genen.

Abb. 3.11: Immunhistochemische Férbung mittels Vectastain-ABC-Methode. Durch den Einsatz eines
monoklonalen Antikorpers wurde das p53-Protein in den Ganglasionen nachgewiesen. Das Bild zeigt hier die
Uberexpresion des p53-Proteins in einer dysplastischen Lasion durch die braune Féarbung der Zellkerne (der
gelbe Pfeil). Die in der Nachbarschaft gelegenen Lasion mit einem hyperplastischen Charakter (der blaue Pfeil)

zeigt dagegen keine Immunreaktion.
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3.7. Mutationsanalyse vom K-ras-Gen

Eine der haufigsten genetischen Verdnderungen in den Pankreas-Tumoren ist die
Punktmutation im K-ras-Gen (codon 12 und 13). In den duktalen Adenokarzinomen des
Pankreas hat man die héchste Mutationsrate (70-100 %) gefunden (Grinewald et al., 1989;
Kloppel et a., 1994; Hruban et al., 1993). Auch in hyperplastischen L&sionen ist von einer
beachtlichen Mutationsrate von 36 % berichtet worden (Luttges et al., 1999). Es gibt
alerdings wenig Studien, in denen die Rolle von Ras-Mutation im Zusammenhang mit
chromosomaler Deletion systematisch untersucht worden ist. Aus diesem Grund wurden fir
die Mutationsanalyse dieselben Proben wie bel der LOH-Analyse verwendet (Durchfiihrung
siehe Material und Methoden). Aus 81 Lasionenpaaren konnten 65 Proben ausgewertet
werden. Aus den restlichen 16 Lasionen konnten keine Fragmente generiert werden.
Insgesamt wurden in 26 Lasionen (43 %) Mutationen in den codons 12 und 13 gefunden.
Ferner wurden Mutationen am haufigsten in den Krebszellen (Karzinom mit 73 %) und am
seltensten in den L&sionen mit einer flachen Epithelschicht (PanINin 1A mit 25 %)
beobachtet. In den dysplastischen Lasionen sind in gleicher Frequenz Mutationen gefunden
worden (siehe Tabelle 3.6). Bel einigen Lasionen wurden zwel Mutationen im Codon 12
gefunden. In einer Karzinom-Lasion handelte es sich um eine Mutation im Codon 13. Dies
geschah durch eine Transversion (G nach C) in der ersten Base. Dies fihrte zu einer
Aminosaure-Substitution von Glycin (GGC) nach Alanin (CGC). In allen anderen L&sionen
beschrénkte sich die Punktmutation auf Codon 12. Sie zeigten allerdings in der Art der
Mutation ein heterogenes Muster. In 9 Félen verursachte eine substitutive Transition einen
Aminosdure-Austausch  von Valin (Wildtyp: GGT) nach Aspartat (mutiert: GAT). Neun
weitere Mutationen wurden dem Austausch von Vain nach Phenylaanin (GTT)
zugeschrieben. Zuletzt wurden in acht Lasionen Mutationen im Codon 12 mit der Sequenz
CGT (Alanin) und in drei weiteren mit der Sequenz GCT (Arginin) nachgewiesen. In zwei
L&sionen mit Mutationen im Codon 12 zeigten die korrespondierenden Proben jewells keine
Mutation (siehe Tabelle 3.8). Ferner zeigten 60 % der L&sionen mit der Mutation im Ras-Gen
gleichzeitig auch eine Deletion im 17p-Locus. Ein weiterer interessanter Punkt bei einigen
Proben ist die Beobachtung der Punktmutation in einem Allel und der Deletion im zweiten
Allel, so dal? kein Signal vom Wildtyp sichtlich ist (siehe Abb. 3.9 unteres Sequenz-Bild). In
anderen Proben, in denen nur ein Allel mutiert ist, ist noch das Wildtyp-Signal vorhanden.
Das Verhdltnis der beiden Banden gibt einen Hinweis auf den Anteil des mutierten und des
Wildtyp-Alléls.
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Histologie WILDTYP Mutation (Codon 12)
PanIN 1A 34 5% 14 25%
PanIN 1B 6/9 6/% 3/9 33%
PanIN 2 15/24 62% 9124 38%
PanIN 3 10/17 59% 7/17 41%
Karzinom 3/11 27% 8/11 73%

Tabelle 3.7: Die Daten aus der Mutationsanalyse im Ras-Gen. Die mutierten Lasionen sind hierbei nach ihrer

Histologie aufgelistet worden.

FALL LASION- HISTO. SEQUENZ IN CODON 12

NR.
E15 2 GGT
1 E16 2 GGT
X10 1B GGT
2 X17 2 GGT
3 X46 1A GAT
A29 1B GGT
4 A30 2 GGT
Ad2 CA. GAT
5 E35 1B GGT
E36 1B GAT
E38 CA. GTT
6 E3 CA. GTT
E75 2 GTT
7 E78 2 GTT
E79 CA. CGT
8 X28 3 CGT
9 X61-E27 2 GTT-GGT
X89 1B GCT
10 X85 CA. CGT
All 2 GAT
Al13 2 GGT
A25-E54 1B GAT-GGT
11 E10 1B GGT
E9 2 GGT
E7 1B GGT
E5 2 GGT
E63 1A GGT

12 E64 1B GGT
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E65 2 CGT

E67 1A GGT
13 F15 CA. GGT
E83 2 GAT
14 E73 CA. GTT
E85 3 GGT
15 F6 2 GGT
= CA. CGT
E90 3 GGT
Eol 3 GGT
16 E92 3 GAT
E93 3 CGT
F45 2 GGT
Fa7 1A GGT
F38 2 GAT
Fas 2 GGT
F46 2 GAT
F35 2 GAT
. F30 3 GGT
Fal 3 GGT
F32 3 GGT
F33 3 GGT
F34 3 GGT
F49 2 GGT
F53 CA. CGG
(CODON 13)
18 F54 CA. GTT
F17 3 GTT
F18-K 2 CGT-GTT
F19 3 GGT
F20 3 GGT
F21 2 GGT
F52 CA. GGT
19 F26 3 CGT
F24 2 GGT
F29 3 GCT
F28 2 GGT
F27 3 GCT

Tabelle 3.8: Detailierte Darstellung der Ergebnisse aus der Mutationsanalyse im Ras-Gen. Drei Lasionspaare
mit jeweils unterschiedlichen Mutationen sind hier aufgelistet. Alle anderen korrespondierenden Proben mit
gleichem Ergebnis wurden nur einzeln dargestellt. In der vierten Spalte sind die mutierten Sequenzen sowie der
einzige Fall mit der Mutation im codon 13 fett dargestellt.
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Abb. 3.12: Die Abbildung zeigt die partielle Sequenz vom K-ras-Gen in den untersuchten Proben aus den
Ganglasionen. Hierbei sind die mutierten Banden im Codon 12 mit einem Pfeil markiert. In der oberen
Abbildung sind 16 verschiedene Proben zu sehen. Lasionenpaare sind dabei nebeneinander aufgetragen worden.
Im unteren Teil sind insgesamt 8 Proben abgebildet. Alle vier Proben sind jeweils durch eine Linie
gekennzeichnet worden. Bei dieser Sequenz handelt es sich um die Gegenstrang-DNA von Exon 1.
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Abb. 3.13: Graphische Darstellung der Daten aus der Ras-Mutationsanalyse. Auf der X-Achse sind die

jeweiligen Lasionen mit entsprechender histologischer Klassifizierung aufgefthrt.
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4, DISKUSSION

4.1. Epidemiologie des Pankreaskrebs

Der Bauchspeicheldrisenkrebs stellt  in zunehmendem Male ein  offentliches
Gesundheitsproblem dar. Seine Haufigkeit nimmt stetig zu, allein im Jahr 1995 wurden in
Deutschland elftausend Neuerkrankungen registriert. Inzwischen wird jeder 5. Krebstod in
Deutschland durch ein Pankreaskarzinom verursacht (Silverman et al., 1995; Koch, 1996).
Nur in seltensten Féllen Uberleben die Patienten 5 Jahre nach Diagnosestellung (Silverman et
al., 1995), andererseits belegen neuere Studien inzwischen eine bessere Prognose, wenn der
Tumor im Frihstadium operiert werden kann (Thorlacius et al., 1996). Die Ursache des
Pankreaskarzinoms ist nach wie vor unzureichend gekléart. Obwohl umfangreiche Studien zu
Risikofaktoren wie Alkohol, fettreiche Erndhrung, Kaffee, Zigarettenrauch und Exposition
gegentber bestimmten Chemikalien durchgefihrt wurden (Durbec et al., 1983; Falk et al.,
1988; Ghaddirian et al., 1994; Gullo et a., 1994; Lowenfels et a., 1993; Spielman et 4d.,
1993), ist der einzig sichere umweltbedingte Risikofaktor fir die Entstehung eines
Pankreaskarzinoms das Zigarettenrauchen. Der Diabetes mellitus, eine chronische
Bauchspeicheldrisenentziindung, schwarze Hautfarbe und ménnliches Geschlecht spielen
maoglicherweise eine Rolle. Einer familigren Veranlagung wurde bis vor kurzem nur wenig
Bedeutung zugemessen. Dies ist vielleicht darauf zurtickzufUhren, dal3 lange Zeit bel vielen
Krebspatienten die Familiengeschichte nur unzureichend erfragt wurde (David et a., 1991,
Lynch, 1991). Neben der isolierten familidren Haufung von Pankreaskarzinomen, deren
Ursache immer noch unbekannt ist, gibt es einige hereditare Erkrankungen bzw. familidre
Krebssyndrome, die zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms pradisponieren. Hierzu zéhlen
die vererbte Bauchspeicheldrisenentziindung (Hereditare Pankreatitis), die Ataxia
teleangiectatica, das hereditére nicht-polypdse Kolonkarzinom ( HNPCC), das Li-Fraumeni-
Syndrom, das Gardner-Syndrom, das kirzlich entdeckte Pankreaskarzinom-Melanom-
Syndrom, das Peutz-Jeghers-Syndrom sowie eine bestimmte Form des vererbten Brustkrebses
(Comfort et a., 1952; Madrazo et al., 1993; McKusick et a., 1990; Lynch et al., 1993; Li et
a., 1969; Johan et al., 1992; Bartsch et al., 1995; Phelen et al., 1996). Es wird geschétzt, dafi3
etwa 3-5 % aller Pankreaskarzinome auf einer vererbten Anlage beruhen (Lynch, 1994).
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4.2. Histopathologie der duktalen Gangepithelien

Krebs der Bauchspeicheldrise ist eine heterogene Erkrankung. Endokrine Zellen machen 90%
der Zellmasse in diesem Organ aus, sind jedoch selten vom Krebs betroffen. Das Insulinom
ist beispielsweise eine Krebsart der Insulin-produzierenden endokrinen ZeIIerﬂ Mehr al's 90%
aler malignen Pankreastumoren gehen alerdings von exokrinen Gangepithelien aus, die
weniger as 10% der Pankreaszellmasse ausmachen. In 60% der Félle ist der Tumor im Kopf
der Bauchspeicheldrise lokalisiert (Cubillaet al. 1984)'2!

Unter epithelialen Tumoren versteht man Geschwiilste aus Abkémmlingen des &uf3eren und
inneren Keimblattes. Uber die Einordnung in das Klassifikationssystem entscheidet sowohl
Herkunft als auch Anordnung der Zellen zusammen mit dem Differenzierungs- und
Wachstumsgrad. Die maligne Potenz von Tumoren bezieht sich auf verschiedene histologisch
faldbare Eigenschaften. Derartige Merkmale orientieren sich an dem allgemeinen Prinzip, dai3
Tumoren eine schrittweise Entstehung aufweisen, die von neoplastischen Vorstadi enE bis hin
zur Entdifferenzierung reicht (Donhuijsen, 1998). Einige Hinweise deuten darauf hin, dafi3
sich auch die epithelialen Pankreastumoren in ihrer Entwicklung ahnlich verhalten (Brat et al.,
1998). Hierbei konnen aus morphologischer Sicht verschiedene Entwicklungsstadien
beobachtet werden, die als Tumor-V orlauferldsionen postuliert werden (Hruban et al., 2000).
Ein algemein akzeptiertes Modell der WHO (world health organization) unterteilt die
Lasionen der exokrinen Gangepithelien in funf histomorphologisch differenzierbare
Kategorienm Klasse 0) Léasionen mit flacher oder papillérer Epithelstruktur ohne
Zellkernatypie, Klasse 1) papillére Epithelien mit geringer Atypie, Klasse 2) Lasionen mit
mittelgradiger Atypie, Klasse 3) Epithelzellen mit hochgradiger Zellkernatypie und
schliefdlich Klasse 5) Karzinom mit einer diffusen Epithelstruktur. Mit dem Ziel der
Vereinheitlichung hat man sich im Rahmen eines kirzlich abgehaltenen Expertentreffens fir
diese Lasionen auf den Namen ,, Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie® (PanIN) geeinigt
und fur die histomorphologisch unterschiedlichen L&asionen eine neue Nomenklatur
eingefuhrt. Danach werden vier Lasionstypen unterschieden: PanIN1A: hyperplastische
duktale Epithel zellstruktur (entspricht der Klasse 0 nach WHO), PanIN1B: Lasionen mit einer

! Diese spezialisierten Zellen werden Langerhans sche I nselzellen genannt.

2 Die Bauchspeicheldriise wird anatomisch in Kopf (head), Kérper (body) und Schwanz (tail) eingeteilt.

% Die Begriffe ,Neoplasie’ (Neubildung) und ,Tumor’ werden im allgemeinen synonym verwendet. Man
versteht darunter die abnorme Vergréflerung eines Gewebes, welches durch autonome und progressive
Proliferation korpereigener Zellen entsteht. Der Begriff ,Krebs steht fir maligne Tumoren, die sich von
benignen Tumoren durch infiltratives und destruktives Wachstum sowie durch die Fahigkeit zur Metastasierung
unterscheiden.
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papillaren Epithelstruktur und fehlenden Dysplasie (Klasse O nach WHO), PanIN2: papillare
Lasionen mit geringgradiger Dysplasie (Klasse 1 & 2 nach WHO) und PanIN3: papillare
Lasionen mit hochgradiger Dysplasie. Bel der Auswertung der Daten wurden beide
Klassifizierungen berlicksichtigt, um erstens eine bessere Auflésung der Lasionen zu
erreichen und zweitens die genetischen Veradnderungen in Korrelation zu dem jeweiligen
Lasionstyp besser interpretieren zu kdnnen.
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4.3. Nachweis chromosomaler Deletion durch Mikrosatelliten-Marker und deren
Bedeutung in der Tumor pathogenese

Ein Hauptziel dieser Arbeit bestand darin, den Verlust der Heterozygotie (LOH) in
Korrelation zu histopathologischen Entwicklungsstadien zu bestimmen. Bel dieser Art von
Analysen konnen kleine chromosomale Deletionen mit Hilfe der sogenannten
Mikrosatelliten-Marker nachgewiesen werden.

Mikrosatelliten sind ein Speziafall der sequenzmarkierten Stellen (sequence tagged sites,
STS). Dies sind repetitive DNA-Sequenzen, die im Genom nur einmal vorkommen, d.h. sie
sind locusspizifisch. Im Falle der polymorphen Mikrosatelliten sind die Primersequnzen in
der Gesamtpopulation konserviert, die dazwischenliegenden repetitiven Sequenzabschnitte
variieren jedoch in ihrer Lange. So erhdlt man bel der Amplifikation ein allelspezifisches
PCR-Produkt. Diese allelischen Unterschiede kdnnen dann so als genetische Marker
eingesetzt werden. Diese Marker enthalten kurze Folgen repetitiver Einheiten. Diese haben

* Solche Kl assifizierungen beruhren zum einen auf Vereinbarungen, zum anderen auch auf histogenetischen
Ableitungen. Da das Fortschreiten der Forschung stets neue Erkenntnisse bringt, sind auch diese WHO-
Einteilungen noch nicht endguiltig.
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einfache, meist ein bis vier Basenpaare lange Sequenzen und sind Uber das gesamte
menschliche Genom verteilt. Bel den repetitiven Einheiten aus einem Nukleotid handelt es
sich haufig um Folgen von A und T. Sie machen zusammen etwa 10 Mb oder 0,3 % des
Kerngenoms aus. Sequenzfolgen von G und C sind dagegen seltener. Einheiten aus zwei
Nukleotiden enthalten oft Folgen von CA bzw. TG auf dem komplementéaren Strang. 0,5 %
des Genoms besteht aus diesen repetitiven Einheiten. Repetitive Einheiten aus Tri- und
Tetranukleotiden kommen im menschlichen Genom seltener vor, sind jedoch oft
hochpolymorph.

Welche Funktion die Mikrosatelliten-DNA hat, ist unbekannt. Man findet diese
Wiederholungen in der Regel in den Introns der Gene, gelegentlich jedoch auch in
codierenden Gensequenzen. Deletionen von wenigen Basen finden sich bevorzugt in diesen
repetitiven DNA-Sequenzen. Im Verlauf der DNA-Replikation liegt die DNA an die
Replikationsgabel einzelstrangig vor. In dieser Situation konnen sich repetitive DNA-
Sequenzen gegeneinander verschieben. Dadurch bildet sich eine einzelstréngige DNA-
Schleife (loop). Wird diese Schleife durch DNA-Reparaturenzyme entfernt, ergibt sich in
einem der beiden Doppelstrénge eine Deletion. Der Verlust der Heterozygotie kann auch
durch eine mitotische Rekombination oder ,chromosomal nondigunction’ verursacht sein
(Weinberg, 1991), so da3 ein Allel verloren geht, das sich in der N&he eines
Tumorsuppressorgens befindet. Wenn beispielsweise der Patient heterozygot fir einen
bestimmten Marker war, verliert das Tumorgewebe die Heterozygotie und wird homozygot.
Homozygote Deletionen, d.h. der Verlust beider Allele, sind in Tumorzellen selten, jedoch hat
man dieses Phdnomen bei Pankreastumoren in zwei Tumorsuppressorgene pl6 und DPC4
beobachtet. Bel dem letzteren hat dies zur Entdeckung des Gens gefthrt (Hahn et al., 1997;
Caddaset d., 1997).

In dieser Arbeit wurden die duktalen Pankreasdsionen nach ihren neoplastischen
Charakteristika sortiert auf die Haufigkeit chromosomaler Deletionen untersucht, da diese
Lasionen derzeit als Vorlaufer des Pankreaskarzinoms postuliert werden. Bei dieser
Untersuchungsreithe wurden die haufig in Pankreastumoren deletierten Regionen auf den
Chromosomenarmen 9p, 17p und 189 analysiert. Es wurde in der Vergangenheit gezeigt, dal3
innerhalb dieser Loci Tumorsuppressorgene liegen, die haufig bel Pankreaskarzinomen
inaktiviert sind. Bel der DurchfUuhrung der LOH-Anayse wurden insgesamt 13 Marker auf

den oben genannten Gen-Loci eingesetzt. Diese waren in den 22 untersuchten Falen im
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Durchschnitt zur Héafte informati\ﬁl, d.h. die eterlichen Allele besal3en unterschiedliche
Léngen und waren somit auswertbar. Um eine moglich gute Korrelation der Deletionen mit
den bekannten Tumorsuppressor-Genloci zu haben, wurden Marker verwendet, die auf den
jeweiligen Chromosomenarmen in moglichst geringem Abstand zu diesen Genloci liegen
(siehe Abb. 3.5).

4.4. Invitro-Vermehrung des Genoms

Eine wichtige Voraussetzung fur die molekulare Analyse des Tumormaterias ist die
Homogenitét der zu untersuchenden Zellpopulation (Emmert-Buck et a., 1996). Um
beispielsweise chromosomale Mikrodeletionen erfolgreich zu detektieren, missen die
neoplastischen Zellen einen Anteil von mehr as 70 % der Gesamtmasse ausmachen (Boehm
et a., 1997). Zu diesem Zweck wurde in dieser Studie die Technik der ,Mikrodiss;ektion’EI
eingesetzt (siehe Material und Methoden), um falsch negative Ergebnisse aufgrund einer
Normalzell-K ontamination auszuschlief3en. Da die mit Hilfe der Mikrodissektion gewonnenen
Zéellzahl nicht ausreichend war, um gentigend DNA fur die geplante Anzahl an Analysen zu
generieren, muf3te die genomische DNA zunachst in vitro reprasentativ vervielfatigt werden.
Hierfir wurde die Methode ,degenerate oligonucleotide primed-PCR (DOP-PCR)
ausgewahlt. Die Methode wurde an unseren Anforderungen angepald und soweit optimiert,
da3 Einzelzellen erfolgreich untersucht werden konnten. Bei der Optimierung schien die
Wahl einer geeigneten Taq.-Polymerase entscheidend zu sein. Das hierbel ausgewdhlte
Enzym pfu-Turbo-DNA-Polymerase zeichnet sich neben seiner Leserkorrektur-Aktivitat, um
die Fehlerrate mdglichst gering zu halten, insbesondere durch eine hohe Prozessivitét, um
wahrend der definierten Extensionszeit viele Kopien generieren zu konnen, aus. Nach
Modifizierung anderer Parameter in der DOP-PCR konnte das genomische Materia aus einer
einzigen kultivierten Zelle zuverlassig und reproduzierbar vermehrt werden, ohne die DNA
zuvor zu extrahieren. Dies setzte eine optimale Zell-Lyse voraus, die durch Einsatz vom
Tween 20 als Detergens in Kombination mit Proteinase K erreicht wurde. Dadurch konnte die
DNA weitgehend von Kernproteinen befreit werden. Diese Modifikation erhthte die Effizienz
der Praamplifikationsphase. Kirzlich wurde nach der Evaluierung der zuvor existierenden
DOP-Protokolle Uber eine EffizienzratéEI von nur 3 % fur equivalente DNA-Menge berichtet

> |n anderen Studien wurde fiir hier eingesetzte Marker von einer Informativitétsrate von tiber 70 % berichtet.
Diese kann allerdings von Population zu Population variieren.

® Diese Technik wird in der Molekularonkologie zunehmend eingesetzt. Eine weitere Entwicklung dieser
Methode basiert auf Laser-Steuerung, was eine genauere Praparation des Zellareals ermdglicht.

" Mit der Effizienzrate ist die Summe der amplifizierten Produkten zu den Gesammtreaktionen gemeint, wobei
als Template ein Teil der DOP-Reaktion eingesetzt wurde.
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(Dietmaier et al. 1999). Im Vergleich ist das von mir entwickelte DOP-Protokoll eine
deutliche Verbesserung gegenuber den beschriebener Methoden. Im néchsten Schritt wurde
die Methode anhand archivierten Tumormaterials (Formalin-fixiertes und im Paraffin
eingebettetes Gewebe) Uberpriift. Hierbel wurden in der Regel mindestens 40 Zellen bendtigt.
Im Gegensatz zu Frischzellen variierte die Effizienzrate der DOP-PCR bei dem archivierten
Material deutlich. Dies ist vermutlich eine Folge der Gewebe-Fixierung durch Formalin,
wobei die DNA-Sténge durch einen oxidativen Vorgang beschadigt werden. Ferner ist es
wahrscheinlich, dal3 aus den préparierten Lasionen nicht immer die gleiche Anzahl an Zellen
gewonnen werden konnte, so dal3 in einigen Féallen zu wenig Zellen in die Reaktion eingesetzt
wurden und somit die Erfolgsrate der DOP-PCR reduzierte.

Bel der Durchfiihrung der DOP-PCR wurden stets zwel Reaktionen pro Lasion generiert, d.h.
die préparierte Lasion wurde nach dem Lyse-Vorgang in zwei Hélfte geteilt und jede Hélfte
fur eine DOP-PCR verwendet. Bel der LOH-Analyse wurden diese DOP,s as Template
verwendet, wobel Pro Mikrosatelliten-Marker und Lasion insgesamt vier PCR,s durchgeftihrt
WurdenE! Diese Malinahme sollte helfen, falsch positive LOH,s zu eliminieren. Bel der
Auswertung der Daten wurden nur digenigen als korrekt bewertet, die in beiden DOP-
Reaktionen identische Ergebnisse zeigten. Anhand dieser Kontrollreaktionen konnten eine
Reihe von nicht reproduzierbaren Reaktionen pro Lasion festgestellt werden, die hier als
,Artefakte’ bezeichnet wurden. Es konnte jedoch bei genauerer Betrachtung der Daten gezeigt
werden, dal3 in meisten Féllen die Ergebnisse innerhalb einer DOP-Reaktion Ubereinstimmend
waren (siehe Tabelle 3.3). Die diskordanten Ergebnisse zwischen zwei DOP,s kdnnten zum
einen durch suboptimale Reaktionsbedingungen (z. B. durch geringe Zellzahl in einer der
beiden Reaktionen) und zum anderen durch Subpopulation innerhalb der Ganglasionen
verursacht sein, was letztendlich zu unterschiedlichen LOH-Ergebnissen in beiden DOP,s
fuhren kann.

Eine weitere Ursache, die die auswertbaren Daten reduzierte, waren die PCR-Ausfélle. 283
PCR-Reaktionen (11 %) ergaben kein Produkt. In einem direkten Vergleich konnte keine
Abhangigkeit der Ausfalle mit den eingesetzten Markern sowie deren Langenprodukte
festgestellt werden. In einer Studie konnte anhand der DNA-Vedinnungsreihe gezeigt

werden, dald die Mikrosatelliten-Marker mit einer CA-Wiederholung bel nicht ausreichenden

8 Pro DOP-PCR wurde anhand eines Markers ein Fragment amplifiziert. Als Kontrolle wurde dann dieser
Vorgang wiederholt, so dafd insgesamt vier Reaktionen durchgefiihrt worden sind.
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DNA-Konzentrationen anfalliger fur Ausfélle sind (Foucault et a., 1996). Hier konnte jedoch
kein kausaler Zusammenhang zwischen Verwendung dieser Marker und Ausfallsfrequenz
festgestellt werden. In einer anderen Arbeit wurde berichtet, dal? die Marker zur Generierung
der Dinukleotid-Repeats problematischer sind als Marker mit Tri- bzw. Tetranukleotid-
Repead@ (Ginot et al. 1996). Dies konnte u.a. ein Grund der Ausfélle bei der LOH-Analyse
gewesen sein, da 9 von 13 eingesetzten Marker zur Klasse der Dinukleotidrepeads gehdren.

45. DieRollevom p53-Gen bei der Progression der Gangepithelien

Die LOH-Analyse an histologischen Préparaten zeigten, dald der Chromosomenarm 17p13 in
den hyperplastischen Lasionen mit einer papillaren Struktur in 17 % der Félle deletiert war.
Dies deutet indirekt darauf hin, daf3 das p53-Gen in der Nahe dieses Locus bel einer kleinen
Population sehr frih inaktiviert sein konnte. Diese interessante Feststellung ist insofern
Uberraschend, da dieses im Darmkrebs spéter verloren geht und zwar erst in den L&sionen mit
hochgradiger Dysplasie (Boland et al., 1995). Diese Tatsache unterstreicht die Divergenz der
Tumorarten  hinsichtlich  genetischer  Entwicklungen. In  dem  darauffolgenden
Progressionsstadium mit niedriger Dysplasie (PanIN 2) lag der Wert bei 50 %. Dies bedeutet
eine deutliche Steigerung der LOH-Rate dieser Lasionen gegentiber der praneoplastischen mit
geringer Dysplasie. Das Produkt vom p53-Gen ist ein multifunktionaler Wachstumsregul ator.
Daher waére es nicht Uberraschend, wenn der Halfte aller dysplastischen Ganglésionen die
vom p53 ausgehende Wachstumskontrolle verloren ginge und somit eine strukturell sichtbare
Veranderung der Epithelzellen zu beobachten ist. Aller Wahrscheinlichkeit nach konnte die
p53-Inaktivierung zumindest bei einer Untergruppe der Pankreaslasionen eine Rolle bei
Transit der hyperplastischen Gangepithelien in die mit einem dysplastischen Charakter
spielen. Dies wird bei der Rekapitulierung der zelluldren Funktionen vom p53-Gen deutlich:
Das Protein ist in proliferativen Zellen nachweisbar, in ruhenden Zellen jedoch nur in
geringen Mengen oder gar nicht. Der Anstieg der p53-Konzentration wurde in Zellen mit
DNA-Schadigung beobachtet. Tierexperimente konnten zeigen, dal3 durch Wildtyp-p53 die
Zéllzyklus-Phase Glmsol ange angehalten wird, bis die Schaden repariert sind (Levine, 1997).
Dabel agiert das p53-Genprodukt als Transkriptionsfaktor fur bestimmte stromabwaérts
liegende Gene. Das transkriptionsaktivierende Signal befindet sich am N-Terminus des
Proteins (Vogelstein & Kinzler, 1994). Erst durch Bildung eines Tetramers bindet sich das

° Diese Art von Wiederholungen tendiert zur Bildung z-férmiger Sekundarstrukturen, so daf die DNA-
Polymerase nicht an die Matrix gelangen kann.
9 der G1-Phase werden die fir DNA-Synthese notwendigen K omponenten vorbereitet.
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p53 als aktiver Transkriptionsfaktor an den Promotor des Zielgens (in diesem Fall p21WAF-
Gen). Das p21-Produkt inhibiert seinerseits spezifische Kinasen (CyclinE:Cdk2 und
CyclinA:Cdk2) in der G1-Phase und unterbindet auf diese Weise die Phosphorylierung des
Retinoblastom-Proteins (pRb) und folglich die Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F aus
dem inaktiven E2F-pRb-Komplex. Durch antiproliferative Eigenschaften des pRb-Proteins
konnen so wichtige Enzyme fir die DNA-Synthese in der S-Phase nicht bereitgestellt werden.
Durch Gentypisierung konnte in dieser Arbeit der Verlust eines Allels (LOH) im p53-Gen
bestimmt werden. So stellt sich die Frage, welche Rolle das verbleibene Allel spielt. Nach
dem ,two hit* Modell (Knudson, 1971) sind immer zwel aufeinanderfolgende Treffer (Hits)
notig, um eine normale Zelle in eine Tumorzelle zu verwandeln. In diesem Fall kann also
angenommen werden, dal3 das zweite Allel bereits durch Mutation seine Funktion verloren
hat. Anders wére der progressive Effekt vom p53 nicht bemerkbar. Dies wurde auch durch
zahlreiche Studien bestétigt (Nigro et al., 1989; Takahashi et al., 1989; Iggo et a., 1990).
Scheinbar ist der Zeitpunkt der Inaktivierung vom Tumortyp abhangig, was mit
verschiedenen endogenen und exogenen Faktoren des jeweiligen Gewebes zusammenhangt
(Levine, 1997). In diesem Zusammenhang mul3 erwéhnt werden, dal3 eine
Mutationsbestimmung in den hier untersuchten Tumorsuppressorgenen aufgrund nicht
ausreichender DNA-Menge nicht moglich gewesen islm, so dal3 der letztendliche Beweis bel
der obigen Hypothese noch aussteht.

Bekannterweise besitzt das mutierte p53-Protein eine langere Halbwertzeit als der Wildtyp.
Folglich konnte der Nachweis dieses Proteins im Zytoplasma bzw. im Zellkern indirekt auf
das mutierte Protein  hinweisen. Immunhistochemische Férbungen mittels eines
monokolonalen Antikorpers sind zu diesem Zweck effizient und einfach durchfiihrbar. Mit
Hilfe diesser Methode wurden auch hier die duktalen Pankreasdsionen paralel zu den
molekurbiologischen Untersuchungen auf die Expression des p53-Proteins Uberprift. Es
wurden in 20% der PanIN 2-Lasionen eine Uberexpression des p53-Proteins nachgewiesen. In
den PanIN 3-Lé&sionen zeigten 41% der untersuchten Falle eine positive Reaktion. In 66% der
Tumorlasionen konnte das p53-Protein nachgewiesen werden. Dagegen waren  alle
hyperplastische Lasionen PanIN 1A und 1B negativ. Ein Vergleich immunhistochemischer
Ergebnisse mit den LOH-Daten 18(3% vermuten, dal? Deletionen in diesem Gen viel friher zur
Inaktivierung einer Genkopie fuhren und dal3 die verbleibende zweite Kopie erst in den

fortgeschrittenen Stadien durch Mutation verloren gehen wirde. Nach dem Modell vom

1180 9% der durch DOP-Reaktion generierte DNA wurde fiir die LOH-Analyse, der Rest fiir Mutationsanalyse
des K-ras-Gens verwendet.
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Knudson wird jedoch angenommen, dal3 Mutationen vor Deletionen zur Inaktivierung eines
Suppressorgens beitragen. Es konnten diesbezliglich zwel Grinde als Ursache aufgefihrt
werden, warum in den hyperplastischen Lasionen trotz nachgewiesenen Deletionen
immunhistologisch kein Mutationsnachweis gelang. Sollte die Inaktivierung des TP53-Gens
in der Tat in dieser Reihenfolge geschehen, leitet die ,Haploinsuffienz' eine mogliche
Erklérung, so dal3 eine reduzierte Gendosis verantwortlich fur den Wachstumsvorteil einer
Zélleist. In einem Mausmodell wurde gezeigt, dal? das V orhandensein nur eines Wildtypallels
des TP53-Gens nicht ausreichend sei, um die transkriptionelle Aktivierung weitere Gene
signifikant beibehalten zu konnen (Gottlieb et al. 1997).

Dartiber hinaus kénnten durch die LOH-Anayse nachgewiesene Deletionen im 17p13-Locus
ein anderes, eng benachbartes Gen al's das angenommene p53-Gen betreffen. Diese Hypothese
konnte zutreffen, da die untersuchte Region in diesem Locus ca. 4 cM (CentiMorgan)EI lang
ist. Ferner liegen die meisten Deletionen zentromer bzw. telomer zu diesem Gen (siehe
Ergebnisse, Abb. 3.5). Hierbei war der eingesetzte Marker (TP53) innerhalb dieses Gens
unglUcklicherweise oft nicht informativ, so dal3 eine alelische Deletion nur anhand der
flankierten Marker auRerhalb der codierenden Sequenz zu bestimmen war.

Wie oft in physiologischen Signalwegen zu beobachten ist, gibt es auf3er p53 auch andere
Faktoren, die den Ubergang von G1- in die S-Phase wahrend des Zellzyklus tiberwachen. Der
Ubergang von hyperplastischen zu dysplastischen Lasionen kann also nicht allein durch den
Funktionsausfall von p53 bedingt sein. Wie schon erwéahnt, Gbernimmt dieses Protein in der
Zelle verschiedene Aufgaben. Eine weitere Funktion besteht im Fale einer irreparablen
DNA-Schéadigung in den programmierten Zelltod (Apoptose). DNA-Strangbriche durch z.B.
ionisierende Strahlen 16sen katalytische Aktivitdten bestimmter Enzyme (u a. ATM-Kinase)
aus. Dadurch wird das p53-Protein phosphoryliert, was wiederum die Expression der fur die
Apoptose notwendige Gene bax und pig induziert (Canman et al., 1998). Der Verlust von
diesem Gen in den zuvor erwdhnten L&sionen verschafft scheinbar so einen
Proliferationsvorteil jener Zellen, der sich anhand histologischer Verénderungen bemerkbar

machte.

4.6. Involvierung der Suppressorgene pl6 und DPC4in der Tumorentwicklung
Die Alleltypisierung fur die Gene p16 und DPC4 zeigte abgesehen von einem einzigen LOH-

Fall auf 18q intakte Chromosomenarme in den praneoplastischen L&sionen PanIN 1A und 1B.

2 Diesist ein MaR fiir einen genetisch definierten Abstand, der einer einprozentigen Wahrscheinlichkeit fiir eine
Rekombination im Verlauf der Meiose entspricht. Ein CentiMorgan ist im Schnitt ein Megabase (1000 Kb) lang.
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Ein paraller Anstieg der LOH-Rate auf 30 % war fur beide Chromosomenarme 9p und 18q in
den PanIN2-Lasionen zu verzeichnen. Im nachsten Progressionsstadium PanIN 3 war der
LOH-Anstieg der genannten Bereiche auf Uber 80 % bemerkenswert. Definitionsgemald
unterscheiden sich die histologisch klassifizierten Lasionen PanIN 2 und 3 lediglich in einer
mikroskopisch sichtbaren Verénderung des Zellkerns. Angesichts der hier erzielten Daten gibt
es offensichtlich ene Korrelation zwischen phanotypischen und genotypischen
Veranderungen dieser Lasionen. Moglicherweise bedarf der Ubergang von PanIN 2 zu PanIN
3 in den duktalen Epithelzellen dem Funktionsverlust eines der beiden Suppressorgene pl6
bzw. DPC4. Welches dieser Gene in der Tumorentwicklung friher betroffen ist, kann anhand
der Daten nicht entschieden werden. Hierfur konnen zwei Grinde verantwortlich gemacht
werden: In den untersuchten Proben mag die Anzahl der Lasionstypen nicht gentigend hoch
gewesen sein, um einen deutlichen Unterschied erkennen zu kdnnen, so dal3 ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den PanIN 2 und 3 nicht zu ermitteln war. Ferner ist es
durchaus mdglich, dald3 unterschiedliche genetische Alterationen zu keinen speziellen
pathol ogischen Veranderungen fihren und so der Detektion entgehen.

Rozenblum et al. untersuchten kirzlich das Tumormaterial der Bauchspeicheldriise in 42
Individuen im Hinblick auf genetische Alterierungen und fanden eine hohe Konkordanz in der
Inaktivierung der p16- und DPC4-Gene. Dies korrelierte mit den hier erzielten Ergebnissen.
Weiter vermuten sie, dal3 die Inaktivierung vom pl16-Gen eine Veranderung im DPC4-Gen
beguinstigen wirde. Demzufolge wirde der Funktionverlust dieses Gens erst in einer spéateren
Phase fur die Tumorentwicklung entscheidend sein.

Die durchgefihrte Expressionsanalyse zum Nachwels des DPC4-Proteins erhartet die obige
Vermutung. Anhand eines monoklonalen Antikdrpers gegen dieses Protein konnte der
Expressionslevel in den Ganglasionen bestimmt werden. Danach zeigten alle untersuchten
hyperplastischen Lasionen PanIN1A und 1B eine positive Reaktion. Das bedeutet, dal3 das
Protein in den genannten L&sionen noch exprimiert wird. LOH-Anayse dieser Lasionen
innerhalb des DPC4-Locus zeigten bis auf eine Ausnahme keine Deletion. Beide Resultate
weisen auf eine intakte Genkopie in beiden Allelen hin. In 13 % der PanIN2-L&sionen konnte
kein Protein nachgewiesen werden. 41 % der PanIN3-Lasionen und 50% der
Karzinoml&sionen zeigten einen Expressionsverlust dieses Gens. Hierbei kann der
Expressionsverlust des DPC4-Proteins durch eine homozygote Deletion verursacht sein. Da
die untersuchten Lasionentypen in diesem Fall sowohl auf der Genebene as auch der
Proteinebene verhdltnismaldig ahnliche Ergebnisse zeigen, kénnte die Inaktivierung beider

Allele dieses Gens die Folge einer Mutation in einer Kopie und Deletion in der anderen sein.
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In den histologisch unterschiedlichen Stadien wurde jedoch seltener ein Expressionsverlust
nachgewiesen. Dieses Phdnomen hat man bereits in den anderen Studien beobachtet.
Alleltypisierung des DPC4-Gens zeigte beispielsweise in 91% der Pankreastumoren eine
Deletion. Jedoch war dieses Gen nur in 50% der Falle mutiert (Hahn et al. 1996).

Zu einer weiteren Inaktivierungsform in diesem Gen wird die ,homozygote Deletion' gezahlt.

Dieser Art von Deletion beschreibt den Verlust beider Allele, konnte jedoch hier nicht sicher
erkannt werden, da die Detektion durch kontaminiertes Normalgewebe verdeckt werden
kann. Zum anderen bedeutet der Verlust beider Alelle das Fehlen eines Amplifikats bei der
LOH-Analyse, was den technisch bedingten ,Ausfédlen’ gleichzusetzen ist. Folglich ist eine
eindeutige Aussage Uber eine homozygote Deletion bel diesen Analysen nicht moglich.

4.7.  Onkogene Aktivierung desK-ras-Gensin praneoplastischen L &sionen

Bereits in 23 % der hyperplastischen Lasionen mit einer flachen Struktur (PanIN1A) konnten
Punktmutationen im Codon 12 nachgewiesen werden. Bel den darauffolgenden
Progressionsstadien wurde nur ein leichter Anstieg der Mutationsrate bis 41 % (PanIN3)
beobachtet. In einer weiteren Studie ist eine vergleichbare Mutationsrate bel diesen Lasionen
beobachtet worden (Lttges et al., 1999). In duktalen Lasionen mit einer Zellkernatypie wurde
in einer anderen Arbeit in 75 % der Falle mutiertes Ras gefunden (Moskaluk et al., 1997). Die
bisher nachgewiesene Mutationsrate im K-ras-Gen rangiert zwischen 47-100 % (Almoguera
et al., 1988; Shibata et al., 1990; Smit et al., 1988). In der vorliegenden Studie waren
Mutationen am haufigsten bel Karzinomlasionen (73 %) zu verzeichnen. In einigen Félen
sind unterschiedliche Mutationen im Codon 12 nachgewiesen worden, so dal3 in diesem
Zusammenhang die ,klonale Entwicklung’ der Tumorzellen innerhalb einzelner Lasionen
erhértet wird. Bei einem Fall ohne Pankreaskarzinom wurde in einer einzigen Lasion eine
Mutation im Codon 12 (Lasion E65/PANIn 2 :GGT zu CGT) registriert. In keiner anderen
Tumorart ist dieses Onkogen in der Prevaenz (80-100 %) durch Mutationen aktiviert
(Grinewald et al., 1989; Nagata et al., 1990; Wayrer et al., 1996). So kénnte dieses Gen als
ein potentieller Marker in der Diagnose vom Pankreaskrebs gehandelt werden (Almoduera et
al., 1988; Barton et al., 1991). Jedoch wurden bei Personen mit chronischer Pankretitis Ras-
Mutationen nachgewiesen (Burns et al., 1993), ohne dal3 sie spéter an Krebs erkrankten. Es
scheint, dal3 die Zele(n) mit Ras-Mutation ohne Inaktivierung enes weiteren
Tumorsuppressorgens apoptotisch eleminiert werden, so dal3 die onkogene Aktivierung alein

keinen Wachstumsvorteil bewirken kann (Burns et al., 1993). Dartiber hinaus zeigten Hind et



72

al., dal3 die onkogene Aktivierung des Ras-Proteins in Kooperation mit der Mutation im p53-
Gen die Transformation der betroffenen Zellen zufolge hat.

Wie schon erlautert wurde (siehe Einleitung), stimuliert die durch Mutation verursachende
konstitutive Aktivierung dieses Gens die Zellteilung und bei jeder weiteren Teilung (falls alle
anderen Kontrollmechanismen versagen) wird es wahrscheinlicher, dal3 eine zweite
Genveranderung hinzukommt. Die Tatsache, dal3 hier wie in anderen Arbeiten eine haufige
Ras-Mutation in allen morphologischen Vorlauferlésionen zu beobachten ist, unterstreicht die
neoplastische Natur dieser Lasionen (DiGiuseppe et al.,1995) und deutet auf eine Beteiligung
dieses Gens an der Entstehung des Pankreaskrebs hin. Jedoch kann diesem Gen keine
Initiator-Rolle zugeschrieben werden (siehe Abschnitt 4.9). Vielmehr dirfte es die

Inaktivierung weiterer Gene wahrscheinlicher machen.

4.8. Schrittweise Entstehung des Pankreaskarzinoms

Die erzielten Ergebnisse demonstrieren erstmals, dal3 die morphologisch erfal3baren
Gangveranderungen in der Nachbarschaft der Karzinomlésionen im Pakreasgewebe klonae
chromosomale Verénderungen aufweisen. So konnen diese Lasionen als Vorlaufer bezeichnet
werden. Die Entwicklung dieser Vorlauferldsionen bis hin zur Bildung eines malignen
Tumors hangt offenbar von der Akkumulation weiteren Genalterierungen ab (siehe Abb.3.8).
Angesichts der Mutationsrate im K-ras-Gen tragen die hyperplastischen Lasionen PanIN1A
und 1B bereits eine genetische Verdnderung. Bezlglich der Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen zeigen je 40 % der PanIN2-L&sionen einen bzw. zwei Treffer (Hits).
In den PanIN3-Lasionen sind in 61 % der Félle zwel und in weiteren 26 % schon drel Treffer
zu verzeichnen. Die hohchste Anzahl der ,Hits' befinden sich mit tUber 70 % in
Karzinoml&sionen. Eine Deregulierung der Zellteilungsmechanismen durch den Verlust
suppressiver Eigenschaften von p53, p16 und DPC4 kdénnen demzufolge fir die Entstehung
des Krebs im Pankreasgewebe verantwortlich gemacht werden. Eine konstitutiv onkogene
Aktivierung kann dabel durch Erhdhung der Mutationsrate diesen Prozef3 beschleunigen.
Interessanterweise steigt die Anzahl der genetischen Alterationen proportional mit den
histologischen Stadien.

Neben dem akkumulativen Effekt dieser Geninaktivierungen spielt moglicherweise die
zeitliche Abfolge dieser Ereignisse eine wichtige Rolle (Vogelstein et al., 1988).
Diesbeziiglich findet zunéchst eine Deletion im 17pl3-Locus in einem kleinen Tell der
PanIN1B-L&sionen statt. Diese LOH-Rate weis im néchsten Stadium PanIN 2 eine dreifache

Steigerung auf. Ebenso wurde ein paraleler Anstieg der chromosomalen Stiickverluste in den
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Loci 9p21 bzw. 18g21.1 in den PanIN2-Lasionen registriert, der jedoch in geringerer
Frequenz als bei der 17pl13-Region nachweisbar war. Eine deutliche Zunahme der
chromosomalen Allelverluste zeigten diese beide Gen-Loci erst in den PanIN 3-Lasionen.

Anbetracht dieser Kenntnisse kann fir die Tumorigenese der Bauchspeicheldriise folgendes
Modell vorgeschlagen werden (siehe Abb. 4.1). Mutationen im Ras-Gen sind ein frihes
Ereignis. Dies konnte den Verlust eines Allels im p53-Gen in den papilléar hyperplastischen
Lasionen begunstigen. Wie schon erwahnt, gibt es einige Hinweise darauf, da3 die pl6-
Geninaktivierung wahrscheinlich vor einer DPC4-Alterierung geschieht. Demzufolge kann
spekuliert werden, dai3 die Inaktivierung beider Gene pl16 und p53 der treibende Faktor fir
den Transit der neoplastischen Zellen in das néchste Progressionsstadium PanIN 2 ist. Eine
Ansammlung dieser Verdnderungen wirde dann durch einen addititiven Funktionsverlust
vom DPC4-Gen in den PanIN3-Lasionen verstarkt werden, was letztendlich zur Entwicklung

maligner Zellen (des Karzinoms) fihrt.
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Abb. 4.1: Ein hypothetisches M odell: Die Entwicklung eines Tumors in der Bauchspeicheldriise beginnt mit
einer Genveranderung innerhalb einer normalen Zellpopulation, durch die ein Wachstumsvorteil generiert wird.
Folglich entstehen hyperplastische Lasionen, wobel das Vorkommen weiterer Genalterierungen
wahrscheinlicher wird. Die Akkumulation dieser Ereignisse bewirken die Weiterentwicklung dieser Lasionen zu

jener mit dysplastischem Ckarakter bis hin zum Krebs.
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49. WaeitereKenntnisse ausder Pankreas-Forschung

Abgesehen von den hier untersuchten Gen-Loci werden zur Zeit eine Reithe von weiteren
putativen Suppressorgene debattiert, die moglicherweise in der Tumorprogression des
Pankreas eine Rolle spielen konnen. Die LOH-Analyse von Pankreastumoren zeigte
uberraschend in 70 % bzw. 80 % einen Allelverlust auf dem Chromosomenarm 1p und 7p.
Durch weitere Studien konnte zudem eine Uberamplifizierung des c-myb-Onkogens im Locus
6024 identifiziert werden (Achille et al., 1996; Hahn et al., 1995; Seymour et al., 1994;
Wallrapp et a., 1997). Ferner zeigen Patienten mit einem Peutz-Jeghers—SyndromEI en
erhohtes Risiko fur Pankreaskrebs (Giardiello et al., 1987). Auf dem Chromosomenarm 19p
wurde spéter das fur diese Erkrankung verantwortliche Gen lokalisiert (Hemminki et al.,
1997). Kirzlich wurde die Beteiligung des Tumorsuppressorgens BRCA2 auf dem
Chromosom 1312 an der Entstehung des Mammakarzinoms demonstriert (Collins et al.,
1995). Keimbahnmutationen in diesem Gen wurden auch be  sporadischen
Pankreaskarzinomen nachgewiesen (Goggins et a., 1996). Ferner wurde festgestellt, dai3
Patienten mit Mammakarzinom eine Préferenz fir Pankreaskrebs zeigen (Teng et al., 1996).

In diversen Studien konnte gezeigt werden, daR die Uberexpression einer Reihe von
Wachstumsfaktoren an der progressiven Malignitét der Pankreastumoren beteiligt sind.
EGF-Rezeptor (epidermal growth factor-receptor) ist beispielsweise ein transmembranes
Protein mit einer Tyrosin-Kinase-Aktivitét, der an den Zelldifferenzierungsprozessen beteiligt
ist (Wiley et al., 1995). In 12-46 % der Pankreastumoren ist dieses Protein Uberexprimiert
(Yamanaka et a., 1993). Im Zusammenhang der Metastasierung wurde auch Uber die
Involvierung des fur die Angiogenese zustdndigen VEGF (vascular endothelial growth
factor) berichtet (Itakura et al., 1997). Durch Bereitstellung dieses Proteins wird eine
Neubildung der Blutgefal3e induziert (Ferrara et a., 1992).

4.10. Zukunftsperspektive

Eines der Hauptziele in der Krebsforschung ist die Entwicklung eines genetischen Profils fir
die jeweiligen Tumorarten. Daher strebte auch die vorliegende Studie an, solche Merkmale zu
charakterisieren, die bel der Krebsentstehung der Bauchspeicheldriise verantwortlich zu sein
scheinen. Diese Kenntnisse kénnen so in der Friherkennung der Erkrankung von Bedeutung
sein. Zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose ist der Pankreastumor oft bereits metastasiert.

Tumoren mit einem Durchmesser von einem Zentimeter befinden sich aus pathologischer

13 Das Charakteristikum dieser Erkrankung ist die Bildung von Pigmentflecken auf den Lippen sowie die
Erscheinung von Polypen im Gastrointestinaltrakt.
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Sicht im Anfangsstadium, sind biologisch jedoch eher fortgeschritten (national cancer
institute). Im Hinblick auf die aggressiven Wachstumseigenschaften und den oft
symptomarmen Verlauf der Pankreastumorerkrankung ist es zwingend notwedig, die
molekularbiologisch bekannten Parameter stérker in der Diagnose einzusetzen, um so eine
bessere Prognose zu ermoglichen. Richtungsweisend hat man die Detektion der K-ras-
Mutation (aufgrund seiner hohen Prevalenz in den Pankreastumoren) in den Stuhlproben
sowie Pankreassekreten der Risikopersonen als diagnostisches Mittel durchgefihrt (Caldas et
a., 1994; Tada et al., 1993). Wie bereits im Abschnitt 4.7. erwahnt wurde, werden
Mutationen in diesem Gen nicht selten in den Ganglésionen gesunder Personen beobachtet, so
dald dieser ,Gen-Test' alein keine zuverléassige Unterscheidung zwischen Identifikation von
Risikopersonen zul &3t.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dal3 ein Allelverlust auf dem
chromosomalen Arm 17p13 im Bereich des p53-Gens in einem friihen Stadium geschieht. In
Anbetracht dieser neuen Kenntnis wirde der Nachweis dieses veranderten Gens in den
Patientenproben auf die Gefahr einer Tumorentwicklung in einer absehbaren Zeit hinweisen.
Derzeit ist der Nachweis dieser Verdnderungen an gangigen Proben wie z. B. Blut und
Pankreassekreten leider noch mit erheblichen technischen Schwierigkeiten verbunden. Eine
Weliterentwicklung der Nachweismethoden wird in der Zukunft die Analysen vereinfachen
und beschleunigen.

Derzeit werden einige therapeutische Mal3nahmen wie beispielsweise der Einsatz eines
FarnasyltransferaseuHemmerJEI zur Blockierung des mutierten Ras-Proteins Uberprtift, ob
dadurch der weitere Verlauf einer Tumorentwicklung verhindert werden kann (Tamanoi,
1993). Weitere gentherapeutische Versuche zeigen in Tiermodellen beachtliche Erfolge
(Colomer et al., 1994; Barton et al., 1995; Cai et a., 1995; Porter et a., 1996), sind in der
Praxis jedoch wenig effizient. Eine Weiterentwicklung dieser Versuche dirfte in der Zukunft
vielversprechend sein, was die Heilungschancen bei den Krebspatienten entscheidend

verbessern konnte.

4 Fur die transformierende Wirkung von RAS-Proteinen ist deren Assoziation mit der Zellmembran von
essentieller Bedeutung. Dies geschieht durch eine kovalente Bindung eines Farnesylrests mit dem Cysteinrest
mittels einer Farnesyltransferase.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde es durch die Optimierung der DOP-Technik erstmals
maoglich, den histomorphologisch unterscheidbaren duktalen Pankreasl&sionen genetische
Befunde gegenuberzustellen. Hierbe wurden chromosomale Deletionen auf dem
Chromosomenarm 17p13.1, 9p21 und 18g21.1 mittels der LOH-Analyse sowie die onkogenen
Aktivierung des K-ras-Gens durch die Punktmutationsanalyse bestimmt. Parallel zu den
DNA-Anaysen wurde durch Einsatz monoklonaler Antikérper gegen das DPC4-Wildtyp-
Protein sowie das p53-Protein eine Expressionsanal yse angefertigt.

Durch den Einsatz der Mikrodissektion-Technik und der anschlief3enden Genom-Vermehrung
konnte eine genaue Analyse der Ganglasionen durchgefiihrt werden. Im Hinblick auf ihre
morphol ogischen Progressionsstadien ~ demonstrieren hier mol ekul argenetische
Untersuchungen der Ganglasionen eine zunehmende Genalterierung in den drel
Suppressorgenen sowie im K-ras-Gen. Die Veranderung dieser Gene wurde bislang
ausschliefdlich in den Pankreastumoren und vereinzelt in den praneoplastischen Lasionen
gezeigt. Jedoch existierte keine detalierte Studie, in der ale Entwicklungsstadien
berlcksichtigt wurden. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dal3 phanotypisch falbare
Eigenschaften der Ganglasionen mit der Verdnderung des Erbmaterials korreliert und die
Gangepithelzellen die Tumor-Vorléufer darstellen.

Ferner kann vermutet werden, dal3 die Inaktivierung vom p53-Gen fur den Transit der
hyperplastischen Lasionen in die mit Dysplasie notwendig ist. Immunférbungen dieses
Genprodukts zeigten jedoch eine Akkumulation dieses Proteins erst in PanIN3-Lasionen, was
im allgemeinen as Hinweis einer Mutation in diesem Gen gesehen wird. Als Grund, warum
hierbel Deletionen vor Mutationen auftreten, wurde die Dosisempfindlichkeit dieses Gens
disskutiert, so dal3 in diesem Gen eine der beiden Kopien durch Deletion eliminiert ist und das
scheinbar zweite Wildtyp-Allel aufgrund einer Haploinsuffienz den notwendigen
Funktionslevel nicht aufrechthalten konnte.

Eine merkbare Zunahme der chromosomalen Allelverlust-Rate zeigten die Loci 9p21 und
180921.1 erst in den PANiIn 3-Lasionen, die statistisch in gleicher Frequenz erfaldt wurde. So
durfte die Inaktivierung der Gene pl6 und DPC4 innerhalb dieser Regionen fir die
Progression der Ganglasionen in die hochgradig dysplastischen Epithelzellen entscheidend
sein. Expressionsanalysen zum Nachwels des DPC4-Protein zeigten, dal3 ein signifikanter
Expressionsverlust ab PanIN3-L&sionen auftritt.
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Anhand der Ergebnisse wurde ein hypothetisches Modell fur die Pankreasprogression
vorgeschlagen. Dabei wurden die Frequenz und die zeitliche Abfolge der in der vorliegenden
Arbeit gefundenen genetischen Ereignisse berlicksichtigt. Danach geschieht die p53-
Geninaktivierung in einem kleinen Teil der hyperplastischen Lésionen, was moglicherweise
durch onkogene Aktivierung vom K-ras-Gen beschleunigt wird. Ein Funktionsverlust der
beiden Tumorsuppressorgenn pl6 und DPC4 ereignet sich erst in den dyplastischen
Progressionsstadien.

Die Entstehung eines malignen Karzinoms wird scheinbar durch die Akkumulation all dieser
Veranderungen bestimmt. Die hier festgestellten Veranderungen sind sicherlich nicht die
einzigen, diein der Entstehung des Pankreaskrebses involviert sind. Sie erlauben lediglich die
tumorbiologische Rolle von Suppressorgenen in diesem komplexen System besser verstehen

zu konnen.
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