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1. Einleitung

1.1. Tumorgenese

In einem Zellverband unterliegen die einzelnen Zellen einer standigen Proliferations- und
Differenzierungskontrolle. Durch balancierte Steuerung von Zellteilung und program-
mierten Zelltod (Apoptose) wird fir eine intakte Aufrechterhaltung des Gewebeverban-
des gesorgt. Initiale Mutationen, spontan entstanden durch z. B. Desaminierung von 5'-
Methylcytosin oder ausgel6st durch exogene Mutagene in nur einer Zelle, kénnen dieses
Gleichgewicht kippen und zur Tumorentstehung fuhren, wenn die Auspragung dieser
Mutationen der Zelle einen Wachstumsvorteil bietet und sie sich der Proliferationskon-
trolle entziehen kann.

Im weiteren Verlauf dieser zunachst klonalen Expansion kénnen noch weitere geneti-
sche Aberrationen hinzukommen und so zu einem klonal heterogenen Tumor fuhren. Die
neu erworbenen Mutationen begunstigen u. U. die Tumor-Progression und sind auch
Voraussetzung fir eine eventuelle Metastasierung.

Man unterscheidet benigne von malignen Tumoren. Benigne Tumoren sind charakteri-
siert durch Wachstum in einer definierten Kapsel und sind in der Regel selten lebens-
bedrohend. Diese Tumorzellen zeigen noch die Eigenschaften der Ursprungszellen, d.
h., sie sind meist normal differenziert. Demgegeniiber zeigen maligne Tumoren ein in-
vasives Wachstum in umliegendes Gewebe sowie die Fahigkeit, in andere Organe zu

metastasieren.

Fur die Entstehung von Tumoren gilt heute das Modell der Mehrschritt-Karzi-nogenese
(Weinberg, 1989; Vogelstein und Kinzler, 1993). Erst eine sequentielle Anh&ufung von
Defekten in verschiedenen Gen-Familien ist verantwortlich fir die Tumorgenese, die
sich in Initiation, Promotion, maligne Transformation und Metastasierung aufgliedert,
wobei allerdings nicht jeder Tumor Metastasen bildet. Bei diesen vor allem somatischen
Mutationen sind vielfach Gene fir Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Gene flr
signaltransduzierende und transkriptionsassoziierte Proteine, DNA-Reparatur-Gene und
Steuerungsgene der Zellzyklus-Maschinerie ketroffen. Die Genprodukte dieser Gen-

Familien kontrollieren durch wechselseitige Interaktionen die Proliferation, einen nétigen
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Wachstumsarrest, die Differenzierung der Zelle, die Integritat des Genoms, und die

Apoptose und sind fir die Zelle daher von essentieller Bedeutung.

1.1.1. Proto-Onkogene

Zunachst wurden sogenannte Onkogene in einigen Viren mit malignem Transformati-
onspotential beobachtet. Anschlie3end identifizierte man die Proto-Onkogene als zellu-
lare Urspriinge der viralen Formen. Die Proto-Onkogene stellen eine Gruppe von hoch-
konservierten Genen dar, die bei Hefen bis hin zum Menschen zu finden sind.

Die Proto-Onkogene sind Gene, welche die Zellproliferation und die damit verbundenen
Zellablaufe regulieren. So sind sie mitverantwortlich fiir die Progression des Zellzyklus,
sind an Signal-Kaskaden beteiligt, sowie an Zell-Zell Kommunikation und an der DNA

Transkriptionskontrolle, um nur einige Beispiele zu nennen.

Bis jetzt kennt man fast 200 Proto-Onkogene und deren Proteine, die man in 14 ver-
schiedene Klassen eingeteilt hat. So unterscheidet man Wachstumsfaktoren, z. B. pla-
telet-derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF) und Insulin-like
growth factor (IGF), Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren, z. B. HERZ2/ERBB2/
NEU und IGF-1R, Protein-Kinasen zur Signaltransduktion (membranassoziierte G-
Proteine: z. B. RAS; membranassoziierte/zytoplasmatische Tyrosin-Kinasen: z. B. SRC
und ABL, zytoplasmatische Serin-Kinasen, z. B. BCR) und Transkriptionsfaktoren wie z.
B. JUN, FOS und MYC, um einige bekanntere Vertreter zu nennen (Hesketh, 1997).
Sechs von den insgesamt 14 Klassen sind in Auszigen in Tabelle 1 vorgestellt.

Proto-Onkogene werden zu Onkogenen, wenn sie durch bestimmte Mutationen aktiviert
werden und dadurch eine regulierte Stimulation der Zellproliferation verloren geht. Hier-
bei handelt es sich um verschiedene Arten von Mutationen, wie z. B. Punktmutationen
oder Deletionen in der kodierenden Sequenz, wodurch ein hyperaktives Protein ent-
steht. Eine Uberexpression des Proteins kommt entweder durch eine Amplifikation des
betreffenden Gens oder durch eine Translokation des Proto-Onkogens in die Nahe von
‘Enhancern’ oder hinter starkere Promotoren (Genfusion z. B. im Fall von ABL/BCR)

zustande.
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Tabelle 1: Proto-Onkoproteine und deren Genlokalisation

Lokalisa- I
Proto- . haufige Tumor
Klasse . tion der .
Onkoproteine Mutationen erkrankungen
Gene
22912.3- . .
1: Wachstums- PDGFB/SIS qlg 1 Translokation CML, Gehirntumor
faktoren '
INT-2 11913 Amplifikation Speiserthrenkrebs
Amplifikation, Brust-, Blasenkrebs
EGFR/EIbBL | 7p12-p13 | o oion Glioblastom
HER2/ErbB2/ 17q21-q22 | Uberexpression BrusF-, Blasen- und
2: Tyrosin- NEU Ovarialkrebs
Kinasen . CML :
ABL1 9g34.1 Translokation 1(9:22)(q34:q11)
SRC 200g13.3 Uberexpression Kolonkarzinom, Brust-
krebs
Aa:membran- Pankreaskarzinom
assoziierte RAS 1p13 Aktivierung
. Blasenkrebs
G-Proteine
5 Zyto-
plasmatische BCR 22q11.2 Translokation CML, s. 0.
Protein Serin mit ABL1
Kinasen
Cyclin D1 - .
11913 Uberexpression Brustkrebs
8: Zell-Zyklus (CCND1)
Regulatoren i
INK4A 9p21 Deletion, Pankreaskarzinom
Rearrangements
FOS 14924.1 Uberexpression Osteosarkom
9: Transkriptions- JUN 1p31-32 Uberexpression small cell lung cancer
faktoren Translokation, Burkitt-Lymphom,
MYC 8024 provirale Insertion, Brust-, Prostata-
Amplifikation Pankreaskrebs

(Tabelle in Ausziigen entnommen aus Hesketh, 1997)

Bei den Proto-Onkogenen genlgt deshalb die Mutation nur eines Allels, welche zu ei-
nem veranderten Genprodukt oder zu einer erhéhten Expressionsrate fihrt, um eine
transformierende Eigenschaft auszutiben. Mutationen von Proto-Onkogenen in den Zel-
len der Keimbahn sind in der Regel letal.

Zu den am haufigsten mutierten Proto-Onkogenen in menschlichen Tumoren gehéren

die ras-Gene (H-ras, K-ras und N-ras), welche fiir kleine G-Proteine kodieren.
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Diese membrangebundenen GTPasen sind nach erfolgter Ligand-Rezeptor-Bindung fir
die Signaltibertragung ins Innere der Zelle transient aktiv. Ein Austausch der Aminosau-
re, Uberwiegend in Position 12, fihrt zum Verlust der intrinsischen GTPase-Aktivitat ei-
nerseits und verringert andererseits auch die Affinitat zum GAP-Protein (GTPase-
activating-Protein). Daraus resultiert ein standig aktives RAS-Protein, wodurch die Zelle
einer dauernden Stimulation unterliegt (Vachtenheim et al., 1994).

In der Regel reicht die Aktivierung eines einzelnen Proto-Onkogens fir die Entstehung
eines Tumors nicht aus. Es mussen mehrere Veranderungen im Genom akkumulieren,
bevor es zu einer Entartung kommt. In verschiedenen Tumoren gefundene mutierte On-

kogene und assoziierte Tumorsuppressorgene sind in Tabelle 2 aufgeftihrt.

Tabelle 2: Eine Auswahl haufiger Tumoren mit relevanten Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen

Tumor assoziierte Onkogene und TSG

Brust MYB, MYC, Cyclin D1, Cyclin D3,
EGFR, HER2/ErbB2/NEU, HRAS, P53, RB1,
BRCA1, BRCA2

CML ABL, BCR, MYC, N-RAS, RB1, P53

Lunge MYC, MYCN, MYCL, H-RAS, RB1,
P53, RAF1, JUN

Ovar P53, HER2/ErbB2/NEU, BRCAL,

MYC, K-RAS, RB, CDH1/E-Cadherin
OVCA1 und OVCA2

(Tabelle in Ausziigen entnommen aus Hesketh, 1997)

1.1.2. Tumorsuppressorgene

Im Gegensatz zu den Proto-Onkogenen zeigen die Produkte der Tumor-Suppressor-
gene (TSG) mit ihren primér inhibierenden Funktionen ein rezessives Verhalten und
Mutationen kdnnen daher auch tber die Keimbahn vererbt werden. Erst eine Mutation in
beiden Genorten fuhrt durch den Verlust der inhibitorischen Wirkung zu einer transfor-
mierenden Eigenschatft.

Die TSG unterteilt man entsprechend ihrer Funktion in zwei Klassen: ‘gatekeeper’- und

‘caretaker-Gene (Kinzler und Vogelstein, 1997; Koreth et al., 1999).
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Normalerweise sind ‘gatekeeper’ fur die Aufrechterhaltung einer konstanten Zellzahl in
einer regenerationsfahigen Zellpopulation zustandig. Eine Mutation eines solchen Gens
fuhrt zu einem Ungleichgewicht von Zellproliferation und Apoptose und ist somit von
zentraler Bedeutung flr die Tumorinitiation. Zu den ‘gatekeeper’-Genen zahlt man z. B.
das NF-1 (Neurofibromatose Typ-1-Gen) und das RB1 (Retinoblastom-Gen).

Zu den ‘caretaker’-Genen gehéren z. B. das ATM-Gen bei Ataxia telangiectasia und die
Gene BRCA1 (breast cancer gene) und wahrscheinlich auch BRCA2 (Yu, 2000). Diese
Gene sind hauptséchlich fur die Aufrechterhaltung der Integritat des Genoms einer Zelle
verantwortlich. Bei einem Funktionsverlust (loss of function) kommt es zu einer erhdhten
Mutationsrate, so daf3 die Entstehung von Tumoren begtinstigt wird. Eine Auswahl von
Tumorerkrankungen mit beteiligten mutierten TSG ist in Tabelle 2 wiedergegeben.

Wichtige TSG sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: Ubersicht tiber wichtige Tumorsuppressorgene

Gen Lokalisation Funktion assoziierte Tumorerkrankungen
bindet a- und R-Catenine, _
APC 5021 vermittelt Adhasion und Kolonkarzinom
Zell-Zyklus Progression
BRCA1l 17921 Transkriptionsfaktor, DNA- familiarer Brust- und Ovarialkrebs
Reparatur
BRCA2 13g12-13 Transkriptionsfaktor, DNA- familiarer Brust- und Ovarialkrebs
Reparatur
INK4A/ 9021 Cyclin-abhangige Kinase viele Krebsarten; z. B. Melanom,
MTS1 P Inhibitor ALL, Pankreaskarzinom
MSH2 2p21-22 DNA mismatch repair hereditary nonpolyposis
colon cancer
NF1 17q11.2 RAS-GTPase activating Neurofibromatose 1, CML
Protein
OVCAl/
DPH2L 17p13.3 ? Ovarialkarzinom
(OVCA2)
Zell-Zyklus-Regulator, for- | sarkom, Gliom, Brustkrebs, Leu-
P53 17p13.1 dert Wachstumsarrest und T amien '
Apoptose
RB1 13q14 Zell-zyklus-Regulator Retinoblastqm, Sarkom,
Karzinom
WT1 11p12-13 Transkriptionsfaktor Nierentumor (Wilms-Tumor)

(Tabelle in Ausziigen entnommen aus Hesketh, 1997)
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Das Retinoblastom-Gen (RB1) gehért zu einem der ersten entdeckten Tumorsuppres-
sorgene und zu einem der wichtigsten Regulatoren des Zellzyklus. Schon 1971 postu-
lierte A. G. Knudson nach statistischen Analysen von Retinoblastom-Erkrankungsfallen
einen Zwei-Schritt-Mechanismus, also zwei Mutationen, eine in jedem Allel desselben
Gen-Locus, die zur Tumorgenese des Retinoblastoms fiihren. Eine genetische Pradis-
position, gekennzeichnet durch eine vererbbare rezessive Mutation des RB1-Gens in
der Keimbahn, bendtigt zur Auspragung des malignen Phanotyps nur noch eine weitere
somatische Mutation (second hit ) in dem noch intakten Wildtyp-Allel. Bei einer Anzahl
von iiber 10" Retinoblasten ist das Risiko zu erkranken wesentlich erhéht, wenn bereits
eine Mutation in allen Zellen vorliegt. Daher tritt diese Krankheit bei familiarer Vererbung
schon im Kindesalter und meist auch bilateral auf, wahrend bei der selteneren sporadi-
schen Form die somatischen Mutationen erst im Laufe der Zeit in weiter fortgeschritte-
nem Alter auftreten und die Tumoren dann Uberwiegend unilateral vorzufinden sind.
Auch beim Retinoblastom fuhrt erst eine Anhaufung von Defekten zu der Erkrankung,
wobei jedoch durch eine genetische Veranlagung die Grundlage fir eine schnellere Tu-

morinitiation gegeben ist.

Bekanntester Vertreter der TSG ist das multifunktionale p53, lokalisiert auf Chromosom
17p13.1. Es ist in Uber der Halfte aller menschlichen soliden Tumoren mutiert. Seine
wichtigste Funktion liegt in der Wahrung der Genom-Integritat ¢he guardian of the ge-
nome). Als checkpoint-Protein im Zellzyklus sorgt es in der G1-Phase bei DNA-
Schaden durch Transaktivierung relevanter Zellzyklus-supprimierender Gene (z. B.
p21VAFYCIPL) fiir einen Arrest des Zellzyklus, bis die Schaden behoben sind. Ist eine Re-
paratur nicht moglich, leitet das p53-Protein ebenfalls Uber die Aktivierung entspre-
chender Gene die Apoptose ein. Dartber hinaus spielt p53 eine direkte Rolle bei der
Zelldifferenzierung, der DNA-Reparatur, der Angiogenese und der zellularen Seneszenz.
Wie kurzlich gezeigt werden konnte, werden TSG neben beobachteten Mutationen auch
durch epigenetische Modifikationen reguliert. Eine Hypermethylierung der Promotorre-
gion des BRCA1-Gens wurde in sporadischen Brusttumoren beobachtet. Dieses flihrte

zu einer Inhibition der Expression und somit zu einem Funktionsverlust des Gens (Do-

brovic und Simpfendorfer, 1997).
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1.1.3. Zellzyklus-Kontroll-Gene und Mismatch-Repair-Gene

Der Verlauf des Zellzyklus unterliegt einer standigen Kontrolle und ist abhéangig von ei-
ner sequentiellen Aktivierung und Inhibierung von Cyclinen, sowie einer Aktivierung von
deren Partnern, den Cyclin-dependent Kinasen (CDKs). Die in Saugetierzellen bisher
bekannten 13 Cycline sind in Kombination mit ihnren CDKs, von denen bisher 6 identifi-
ziert wurden, in verschiedenen Phasen des Zellzyklus aktiv. Sie werden neben ihrer h-
aktivierung durch Degradation und Proteolyse auch noch von sogenannten Cyclin-
abhangigen Kinase Inhibitoren (CDKIs) negativ reguliert. Aberrationen in Genen dieser
wichtigen Proteine fihren zu einer Deregulation des Zellzyklus und damit zur Disposition
von Krebs.

Ebenso dramatische Auswirkungen kénnen Mutationen in DNA-mismatch-Reparatur-
Enzymen (MMR) bewirken. Durch fehlende oder gestorte Aktivitat der MMR-Proteine (z.
B. MSH2, MSH3, MSH6/GTBP, MLH1) werden DNA-Schaden bei der Synthese nicht
mehr erkannt und behoben, wodurch die Mutationsrate steigt (Mutator-Phanotyp). Auch

hierdurch wird eine entscheidende Basis fir die Tumorinitiation gelegt.

1.1.4. Weitere Voraussetzungen fur die Tumorgenese

Mitverantwortlich fur die Immortalitdt der Krebszelle ist auch eine Konstanthaltung der
Telomerlange durch eine standig aktive Telomerase. Dadurch ist die Zelle befahigt, ‘un-
endlich’ viele Replikationszyklen zu durchlaufen, ohne daf} das Ende der physiologi-

schen Lebenszeit, die den Zeitpunkt der Apoptose bestimmt, erreicht wird.

Im weiteren Verlauf der Tumorgenese spielen noch weitere Mechanismen eine wichtige
Rolle, so z. B. die Angiogenese und die Metastasierung. Bestimmte Promotoren z. B.
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF), IL-8 und INT2, das Thrombospon-
din (TSP), Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und deren Inhibitoren, die tissue inhibitors
of metalloproteinases (TIMPSs), regulieren die Angiogenese, die z. B. bei der Wundhei-
lung im physiologischem Rahmen aktiviert wird. Im Tumorgewebe ist eine Neubildung

von versorgenden Blutgefalien eine Voraussetzung fur das Groldenwachstum.

Eine Metastasierung wird durch eine Aktivierung von Adh&sionsmolekulen (z. B. Cadhe-

rinen, Integrinen, CD44) und proteolytischen Proteinen (MMPs) gefordert. Die Gene
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TIMPs, NME1 und NME2 wurden vermehrt bei erhdhten Metastasierungsraten gefun-

den.

1.2. Tumorerkrankungen

Krebs - diese Diagnose wurde 1997 ca. 338.000 mal in Deutschland gestellt (vom Ro-
bert Koch-Institut herausgegebene geschétzte Zahlen). Damit hat sich die Zahl der Neu-
erkrankungen gegenuber 1995 leicht erhdht (um 5000). Dieser Anstieg ist nicht nur auf
eine veranderte Altersstruktur in der Bundesrepublik zurlickzufihren, sondern vor allem
auf eine Zunahme von Darmkrebs und Prostatakrebs bei Mannern, sowie Brustkrebs
und Lungenkrebs bei Frauen, hier gerade auch in Altersstufen von unter 60 Jahren. Die
meisten Krebsfélle treten im Alter von tber 60 Jahren auf, wéahrend die Zahl der Neuer-
krankungen bei Personen unter diesem Alter auf etwa 90.400 geschatzt wird.

Bdsartige Neubildungen sind nach den Krankheiten des Kreislaufsystems die zweithau-
figste Todesursache beider Geschlechter in Deutschland. Es a3t sich allerdings eine
Trendwende erkennen, da die altersbedingte Sterblichkeit bei Krankheiten des Kreis-
laufsystems starker abgenommen hat und auch weiterhin abnimmt als die Sterblichkeit
bei Krebserkrankungen. Setzt sich dieser Trend weiter fort, wird in etwa 15-20 Jahren
Krebs zur haufigsten Todesursache in Deutschland werden.

Eine Auflistung der haufigsten Krebsarten getrennt nach Geschlechtern sowie eine Sta-
tistik der Sterbefalle fur das Jahr 1995 ist in Abbildung 1 dargestellt.

Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, stand Eierstockkrebs, dessen genomische Ver-
anderungen im Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht wurden, im Jahr 1995 mit einem
Anteil von 4,5% an 6.ter Stelle der geschatzten Tumor-Neuerkrankungen im weiblichen
Teil der Bevolkerung, mit einem Altersgipfel zwischen 60 und 70 Jahren (1997: ca. 8200
neue Krebsfalle, davon 2200 Betroffene unter 60 Jahren). Bei annahernd gleicher Er-
krankungshaufigkeit wie Gebarmutterkorper- (Corpus uteri) und Gebarmutterhalskrebs
(Cervix uteri), ist die Sterblichkeitsrate dagegen etwa doppelt so hoch. Ovarialkarzino-
me erreichen damit die héchste Mortalitdtsrate bei den malignen gynakologischen Er-
krankungen.

Die schlechte Prognose beim Eierstockkrebs liegt vor allem darin begriindet, dal3 die
Diagnose meist recht spat gestellt wird, da Ovarialkarzinome sich lange asymptoma-

tisch verhalten. Bei der Erstdiagnose sind ca. 65% - 75% der Tumoren schon den
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FIGO-Stadien Ill und IV zuzuordnen (Stadieneinteilung bei Tumoren, siehe Tabelle 4).
Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate beim Ovarialkarzinom betragt nur etwa 20-35%
(Stadium I: ca. 80-90%, Stadium II: 40- 60% und Stadium I[11:10-15% und Stadium IV <

5%), d. h., 2 von 3 Frauen Uberleben die ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung nicht.

Nach ihrem klinischen Verhalten differenziert man die Tumoren in benigne, maligne und
sogenannte Borderline-Tumoren (LMP-Tumor: tumors of low malignant potential). Die
Borderline-Tumoren weisen im Vergleich zu benignen Tumoren Atypien und eine ge-
steigerte Proliferation auf, wahrend ein infiltratives und destruktives Wachstum, charak-
teristisch fur die malignen Formen, fehlt. Sie sind weder makroskopisch noch sonogra-
phisch sicher von den benignen oder den malignen Tumoren zu unterscheiden. Die in-
vasiven Ovarialtumoren zeigen im Gegensatz zu den LMP-Tumoren einen Aneuploidie-
grad von mehr als 50%, wahrend LMP-Tumoren meist diploid sind und auch keine Me-
tastasen bilden, die charakteristisch fur die invasiven Formen sind. Borderline-Tumoren
sind neoplastische Lasionen vom selben Zelltyp wie die malignen Ovarialtumoren. Ob
jedoch die Borderline-Tumoren eine Vorlauferlasion der Ovarialkarzinome darstellen, ist
noch nicht vollig geklart. Bisher konnte der Ubergang eines Borderline-Tumors in ein
invasives Ovarialkarzinom noch nicht nachgewiesen werden (McCluskey und Dubeau,
1997). Bei den benignen und malignen Tumoren legen gemeinsame LOH-Muster (loss
of heterozygosity) die Vermutung nahe, daR der Ubergang von der benignen in die ma-

ligne Form ein Kontinuum der Tumorprogression darstellt (Roy et al., 1997).
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Abb. 1: Prozentuale Anteile der haufigsten Krebslokalisationen an der Gesamtzahl fiir das
Jahr 1995 in Deutschland (Quelle: Internet-Veroffentlichung des Robert-Koch-
Instituts)
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Etwa 2-3% der Ovarial-Tumoren sind maligne Tumoren. Von diesen sind wiederum ca.
80% als epitheliale Karzinome einzuordnen, da sie aus den mesothelialen Zellen (pa-
ramesonephrisches Zélomepithel, Muller-Epithel) stammen, welche die Oberflache des
Eierstockes als einschichtiges Epithel auskleiden. Nach dem histologischen Typ unter-
scheidet man ser6se, muzindése, endometrioide, klarzellige, Brennertumoren und
Mischformen (Tabelle 5). Wahrend endometrioide Karzinome die beste Prognose be-
sitzen, liegt diese bei den serdsen im mittleren Bereich und ist bei den muzinésen,
eventuell bedingt durch eine Resistenz gegeniiber der Chemotherapie, am schlechte-
sten. Aufgrund ihres Wachstums unterteilt man die epithelialen Karzinome noch in pa-
pillare, zystische und solide Tumoren.

Weniger als 20% der Ovarialneoplasien entstammen den Keimzellen oder dem eigent-
lichen ovariellen Stroma. In ungefahr 10-30% aller Félle liegen Metastasen eines ande-
ren Primartumors vor, meistens ausgehend von Endometrium-, Brust- , Magen- oder
Kolonkrebs (Tabelle 5).

Die Stadieneinteilung nach FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et
d"Obstétrique ) und die TNM-Klassifikation (Tumor-Nodulus-Metastasen) beschreibt
Ausdehnung des Primartumors, Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen (Tabelle
4). Diese Einteilungen erfolgen ausschliel3lich nach pathologisch-anatomischen Ge-

sichtspunkten wahrend der Operation und berticksichtigen alle histologischen Befunde.

Die Therapie des Eierstockkrebs erfolgt multimodal mittels Operation und Chemothe-
rapie. Die maximale Tumorentfernung ist Voraussetzung fir den Erfolg einer nachfol-

genden systemischen Therapie.
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Tabelle 4: Stadieneinteilung der Tumoren nach dem TNM-System (UICC) und FIGO

TNM FIGO  Charakterisierung Haufigkeit
T Primartumor
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fur Primartumor
T1 Tumor begrenzt auf Ovarien 15%
a ein Ovar betroffen, Kapsel intakt
b beide Ovarien betroffen, Kapsel intakt
¢ Tumorzellen in Aszites / Peritoneallavage
T2 [ Tumorausbreitung im Becken 15%
a Befall von Uterus und / oder Tuben
b Befall anderer Beckenorgane
¢ Tumorzellen in Aszites / Peritoneallavage
T3 I peritoneale Metastasen Uber das Becken hinaus 65%
a mikroskopischer Nachweis
b TumorgrolRe = 2cm
¢ TumorgrofRe >2cm
N Lymphknotenbefall
NX regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 regiondre Lymphknotenmetastasen
M Fernmetastasen
MX Fernmetastasierung nicht beurteilbar
MO keine Fernmetastasen
M1 |\ Fernmetastasen (aul3er Peritonealmetastasen) 5%
G Differenzierungsgrad (Grading)
GX Differenzierung nicht beurteilbar
GB Borderline-Tumor (Proliferation hoch, Zell- / Kern-
atypien, keine Invasion)
Gl Gut differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Gering differenziert
G4 Undifferenziert

(Tabelle aus Berger et al., 1998)
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Tabelle 5: Histologie und Haufigkeit der Ovarialkarzinome nach WHO

Histologie Haufigkeit

Epitheliale Tumoren 65%
seros 40%
muzinds 20%
endometrioid 4%
mesonephroid (klarzellig) 2%
Brenner-Tumor selten
Mischtypen selten
undifferenziert, unklassifiziert 4%

Stromatumoren 7%
Granulosazelltumor 5%
Thekazelltumor k.A.
Sertoli-, Leydig-Zell-Tumor k.A.
Androblastom k.A.
unklassifiziert KA.

Keimzelltumoren 12%
Dysgerminom 1%
Teratom 3%
endodermaler Sinus-Tumor ("yolk sac tumor”) 1%
embryonales Karzinom selten
Chorionkarzinom selten
Polyembryom selten
gemischter Keimzelltumor selten

Borderline-Tumoren 6%
"tumors of low malignant potential ”, keine Invasion

Andere 10%

Lipidzelltumor, Gonadoblastom, mesenchymale Tumoren (Sarkome,
Fibrome usw.), Lymphome, Metastasen

(Tabelle aus Berger et al., 1998)
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1.3. Atiologie des Ovarialkarzinoms

Uber die Ursachen des Eierstockkrebs ist wenig bekannt. Vergleichbare geographi-
sche Verteilungsmuster von Gebarmutterkdrper-, Brust- und Eierstockkrebs in Europa
lassen eine dhnliche Atiologie vermuten. Kinderlose oder spatgebarende Frauen schei-
nen ein erhohtes Erkrankungsrisiko zu haben. Demgegeniiber scheinen orale Kontra-
zeptiva das Krebsrisiko zu senken. Diese Beobachtungen unterstitzen die Annahme,
dal’ jede Ovulation mit nachfolgend notwendiger Proliferation des ovariellen Oberfla-
chenepithels zur Regeneration von kleinen entstandenen Lasionen das Krebsrisiko
steigert. Daher senken spate Menarche, frihe Menopause, Schwangerschaften, lange
Stillzeiten und orale Kontrazeptiva (protektiver Effekt ist direkt proportional zur Dauer
der Einnahme) durch Reduzierung der Ovulationsrate das Erkrankungsrisiko (Wan et
al., 1996; Schildkraut et al., 1997; Berger et al., 1998; Pfleiderer et al., 2000).

Eine neuere Hypothese geht davon aus, dald auch Entziindungsprozesse, wie sie
z. B. nach Asbest-Exposition, bei Endometriose, aber auch bei den zyklischen Ovulatio-
nen vorkommen, an der Entstehung von Ovarialkarzinom beteiligt sind (Ness und

Cottreau, 1999).

Die uberwiegende Mehrzahl aller Ovarialtumoren tritt sporadisch auf, etwa 5% scheinen
jedoch genetisch pradisponiert zu sein. In den westlichen Industrielandern liegt das Risi-
ko fur eine Frau an Ovarialkarzinom zu erkranken bei 1% - 1,5%. Das Risiko steigt auf
5% - 7%, wenn nahe Verwandte (Mutter, Schwester, Tochter) betroffen sind. Man unter-
scheidet 3 familiare Formen bei Ovarialtumoren (Pfleiderer et al., 2000):

1) spezifisches Ovarialkarzinom-Syndrom

2) Mamma- / Ovarialkarzinom-Syndrom

3) Lynch 1I-Syndrom

Beim spezifischen Ovarialkarzinom-Syndrom liegt der Altersgipfel etwa 10 Jahre friher
als beim nicht-familiaren Ovarialkarzinom. Bei Erkrankungen einer Verwandten ersten
Grades liegt die Inzidenz noch bei 3%, wahrend sie auf 30% - 40% steigt, wenn zwei
nahe Angehorige erkrankt sind.

Im Falle des familiaren Mamma- / Ovarialkarzinom-Syndroms fihrt eine Mutation des
BRCA1- oder BRCA2-Gens auf Chromosom 17921 bzw. 13g12-g13, zu einem deutlich

erhohten Risiko fir die Entstehung von Brustkrebs (bis zu 85% bei Mutationen von



EINLEITUNG 21

BRCAL, Casey 1997) und von Eierstockkrebs. Im Fall von BRCAL liegt das Risiko, bis
zu einem Alter von 70 Jahren an Ovarialkarzinom zu erkranken, bei 40-44%, wahrend es
durch Mutation des BRCA2-Gens bei 10-20% liegt (Easton et al., 1995, Breast Cancer
Information Core, BIC: Internet http://www.nchhgr.nih.gov/dir/labtransfer/bic). Es handelt
sich hierbei um eine autosomal dominant vererbte Pradispositionen zu Brust- und epit-
helialem Ovarialkrebs, wobei das pradisponierende Allel ein rezessives Allel in der so-
matischen Zelle ist. Ein Verlust (oss of heterozygosity, LOH) bzw. eine Inaktivierung

des einzig noch intakten Wildtyp-Allels fihrt zur Auspragung des malignen Phanotyps.

Das Lynch II-Syndrom stellt eine Kombination des Lynch I-Syndroms (familiares Kolon-
karzinom, HNPCC: hereditary nonpolyposis colorectal cancer) mit Ovarial-, Endome-
trium-, und Mammakarzinom sowie anderen Malignomen des Urogenital- und Gastro-
intestinaltraktes dar. Frauen mit familiarem HNPCC-Hintergrund haben ein dreifach er-

hohtes Risiko, an Ovarialkrebs zu erkranken.

Aber auch andere Gene sind an der Entstehung von Ovarialkarzinomen beteiligt. So
finden sich in fast allen Chromosomen Aberrationen.

LOH-Untersuchungen zeigten vor allem Verluste von Chromosom 3p, 4p, 5q, 6p, 69, 7p,
8q, 9q, 11p, 12, 13q, 16, 17, 18q, 19 und Xp (Russell et al., 1990; Foulkes et al., 1991,
1993a-c; Sato et al., 1991; Chenevix-Trench et al., 1992; Eccles et al., 1992a-c; Futreal
et al., 1992; Kiechle-Schwarz et al., 1993; Tavassoli et al., 1993, 1996; Schultz et al.,
1995; Pieretti et al., 1995a, b; Sonoda et al., 1997). FISH-Analysen ergaben bisher fol-
gende Auffalligkeiten: Verlust von Chromosom 4, 6, 8, 13, 14, 15, 17, 18, 22 und X,
Gewinn von Chromosom 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 11, 12 und 14, sowie Rearrangements unter
Beteiligung von Chromosom 1p, 1q, 3p, 3q, 69, 7p, 99, 11p, 12, 14, 17q, 19p und 19q
(Wake et al., 1980; Atkin und Baker, 1987; Pejovic et al., 1990, 1992a, b; Roberts und
Tattersall, 1990; Jenkins et al., 1993; Persons et al., 1993; Kiechle-Schwarz et al., 1994
und 1995; Thompson et al., 1994a, b; Heim und Mitelman, 1995; Brock et al., 1996; So-
noda et al., 1997). Besonders haufig findet man beim OvCa. Veranderungen der Gene

p53, c-myc und HER2/NEU/ERBB?2.
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Folgende Abbildung mit einer Ubersicht tiber chromosomale Imbalancen beim Ovarial-
karzinom und anderen Tumorarten zusammengefal3t aus einigen CGH-Studien, ist aus
dem Internet (http:www.nhgri.nih.gov/DIR/LCG/CGH/Images/toplist.jpg) entnommen. Die
am haufigsten zu verzeichnenden Gewinne (gains) und Verluste (losses) sind hervorge-

hoben.

Breast (137/6) LI

Ovarian (93/2) L

Prostate (96/4) [/l
O

Renal (102/3) []
Bladder (40/2) W L1 @ O

Abb. 2: Die haufigsten Gewinne (gains) und Verluste (losses) bei verschiedenen Krebsarten

Trotz der Vielzahl an Angaben Utber Veranderungen beim Ovarialkarzinom, sind spezi-
elle wiederkehrende Alterationen in Korrelation mit Tumor-Stadien oder Differenzie-
rungsgrad sowie zur Verwendung als prognostische Marker noch nicht eindeutig be-

schrieben worden.
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1.4. Comparative-Genom-Hybridisierung

Um zunachst eine Ubersicht tiber vorliegende chromosomale Aberrationen beim Ovari-
alkarzinom zu erhalten, wurde als Methode die Comparative- (vergleichende) Genom-
Hybridisierung (CGH) ausgewahlt. Mit dieser Technik ist es moglich, genomische m-
balancen in Tumoren mit zytogenetischer Auflosung darzustellen. Seit ihrer erstmaligen
Beschreibung 1992 durch Kallioniemi et al., hat die CGH eine vielfaltige Anwendung
erfahren und gerade auf dem Gebiet der Krebsforschung zu vielen neuen Erkenntnissen
Uber tumorspezifische Genomalterationen gefuhrt.

Bei der CGH werden Tumor- und Kontroll-DNA mit unterschiedlichen Haptenen markiert
und auf normale denaturiete Metaphase-Chromosomen unter Zugabe von
Cot-1 DNA zur Abséttigung hochrepetitiver Bereiche co-hybridisiert (siehe Abbildung 3).
Hierbei konkurriert das genetische Material um Bindungsstellen auf den homologen Be-
reichen der Metaphase-Chromosomen und wird entsprechend der relativen Haufigkeit

anteilig gebunden.

Cot-1-DNA

markierte markierte

Kontroll-DNA Tumor-DNA

denaturierte humane
Metaphasen-Chromosomen

in j\ obere Schwelle
griin/rot — 25 X1 Grundiinie
Ratio ~— untere Schwelle
deletierte  amplifizierte amplifizierte
Region Region Region

Abb. 3: Prinzip der CGH

Die hybridisierten DNA-Fragmente werden mittels verschiedener Fluorochrome im
Fluoreszenz-Mikroskop detektiert und mit Hilfe einer lichtempfindlichen Kamera doku-

mentiert.
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Im Normalfall liegt ein ausgewogenes Verhaltnis der beiden Konkurrenten vor. Die Me-
taphasen erscheinen daher nach der Detektion der DNA mit Fluorescein (einem Fluo-
rescein-lsothiocyanat-(FITC)-Derivat, Tumor-DNA: grin) und Rhodamin (Tetra-
methylrhodamin-Isothiocyanat-(TRITC)-Derivat, Kontroll-DNA: rot) in einer homogenen
Mischfarbe (orange). Bei chromosomalen Aberrationen in der Tumor-DNA sind die ent-
sprechenden Bereiche auf den Metaphasechromosomen bei Verlust dieser Region in
der Tumor-DNA rot angefarbt, oder die betroffenen Bereichen der Metaphase-
Chromosomen erscheinen durch eine Vervielfaltigung (Amplifikation) von Genmaterial
des Tumors in griner Farbe (Abbildung 3). Fur eine Auswertung der Hybridisierungs-
signale werden mehrere Metaphasen in Einzelaufnahmen der drei Farben Blau, Griin
und Rot fotografiert (siehe Abb. 4, S. 50) und mit Hilfe eines Software-Programmes

analysiert.

Die Vorteile der CGH gerade bei der Analyse solider Tumoren sind folgende: in nur
einem Experiment erhalt man eine Ubersicht tiber mogliche Genom-Veranderungen,
ohne Vorkenntnisse Gber mégliche chromosomale Alterationen zu besitzen, wie sie z. B.
bei LOH- oder FISH-Experimenten noétig sind. Da DNA als Ausgangsmaterial dient,
kann man neben Frischgewebe auch archiviertes, in Paraffin eingebettetes Tumormate-
rial untersuchen (Isola et al., 1995; Speicher et al., 1995; Ried et al., 1995). Auf eine
Kultivierung des zu untersuchenden Tumor-Gewebes fur die Herstellung einer Tumor-
Metaphase-Préparation zur zytogenetischen Charakterisierung kann verzichtet werden,
zumal die erhaltenen Préparationen meist von schlechter Qualitat sind und eine Chro-

mosomen-Zuordnung durch den meist hochkomplexen Karyotyp erschwert wird.

Fur die CGH reichen geringe Mengen an DNA, da diese mittels DOP-PCR (Telenius et
al., 1992) fur den Gebrauch amplifiziert werden kénnen, so dall auch Einzelzell-
Praparationen, gewonnen mit Mikro- oder Laserdissektion, Verwendung finden (Liang
et al., 1995; Becker et al., 1996; Bohm et al., 1997; Bonner et al., 1997; Kuukasjarvi et
al., 1997). Mit dieser Technik umgeht man zudem das Risiko, durch mdgliche Kontami-
nation des Probenmaterials mit Normalgewebe oder z. B. infiltrierenden Immunzellen,
das CGH-Ergebnis zu verfalschen. Der Anteil an tumorrelevanter DNA sollte mehr als

35% betragen, damit mdgliche Veranderungen erkannt und nicht durch anteilige Nor-
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mal-DNA aus dem Nachbargewebe Uberlagert werden (Schrock et al., 1994; Joos et
al., 1995). Man kann durch Analyse einzelner Zellen aber auch eine mogliche Heteroge-
nitdt des Tumors genauer charakterisieren (Klein et al., 1999; Wells et al., 1999).

Die unterste Auflosungsgrenze der CGH liegt bei 5-10 Mb. Kleinere Regionen kdnnen
nur detektiert werden, wenn sie funf- bis 10-fach amplifiziert vorliegen (Kallioniemi et al.,
1994; Piper et al., 1995; Bentz et al., 1995 und 1998; Kirchhoff et al., 1999). Fir ge-
nauere Feinkartierungen, aber auch zur Bestimmung des Ploidie-Grades mussen ande-
re molekular-zytogenetische Methoden herangezogen werden, da die CGH nur relative
Veranderungen der Genkopienzahl, nicht aber absolute Anderungen des gesamten Ge-
noms wie Tri- oder Tetraploidien aufzeigt.

Fur eine Uberprufung der CGH Daten, besonders zur Ermittlung des Ploidie-Grades,
bietet sich die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an. Durch Verwendung locus-
spezifischer FISH-Sonden ist man in der Lage, bis hinunter auf die Gen-Ebene, Uber-
und Unterreprasentationen, potentielle Bruchpunkte und Translokationen, sowie chro-
mosomale Rearrangements (z. B. Insertionen und Inversionen) zu identifizieren und ge-
nauer zu lokalisieren. Vorkenntnisse tUber bestimmte Aberrationen sind aber Vorausset-
zung, um geeignete Sonden auswahlen zu kdnnen.

Auf ‘touch-Praparaten’ lal3t sich durch FISH innerhalb kiirzester Zeit das CGH-Ergebnis
kontrollieren und mit den entsprechenden chromosomalen Sonden interessante Loci

naher eingrenzen.
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1.5. Ziel der Arbeit

Im Rahmen des von der Deutschen Krebshilfe geférderten Projektes ‘Vergleichende
genomische Hybridisierung zur Charakterisierung genetischer Alterationen in Ovarial-
karzinomen’ (AZ M 72/93/Ki) sollte im onkologischen Labor der Klinik fir Gynakologie
und Frauenheilkunde der Universitatsklinik Kiel die Methode der Comparativen-Genom-
Hybridisierung etabliert werden. Diese Methode sollte zur Detektion und Lokalisation
genetischer Aberrationen in Tumorgewebe von Patientinnen mit Ovarialkarzinom dienen
und die Daten sollten mit den bereits vorhandenen Erkenntnissen verglichen und auf
neue Auffalligkeiten hin Uberprift werden, um Aufschluld Gber eine mogliche Korrelation
mit dem Tumor-Stadium oder der Tumor-Progression und damit auch tber mdgliche
prognostische Faktoren zu erhalten.

Ein Vergleich von CGH und FISH sollte zudem die Zuverlassigkeit der CGH Uberprufen

und gleichzeitig eine genauere Kartierung der gefundenen Aberrationen ermdglichen.
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2. Material

2.1 Arbeitsgerate

Folgende Gerate kamen zum Einsatz:

- Brutschrank, Forma Scientific

- Diamantschreiber, Roth

- Durchlichtmikroskop, Zeiss

- Edelstahlbehalter mit Deckel (ca. 30x15x7,5 cm ), Roth

- Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, von Zeiss) ausgestattet mit:
einem Dualbandpass-Strahlungsteiler und -Sperrfilter, zwei getrennten
Anregungsfiltern fir DAPI und FITC und einem Cy-3.5-Filterset V1, AHF,
und einer HBO 100/2 Quecksilberbogenlampe (Osram) mit ange-
schlossener CCD-Kamera (fluoreszenzfahig)

- FastPrep, BIO 101

- Gelelektrophorese-Apparatur, Bio-Rad

- Heizplatte, Medax

- PC ausgestattet mit der ISIS-3 Software, MetaSystems GmbH

- pH-Meter, Knick

- Pipetten, Eppendorf

- Power-Supply, Bio-Rad

- Schiittler, Heidolph

- Standkuivetten, Roth

- Thermocycler PTC-200, MJ Research

- UV-Tisch mit Fotodokumentation, Pharmacia

- UV-Spektrophotometer, Pharmacia

- Vortex, Scientific Industries

- Warmeschrank, Memmert

- Wasserbad, Haake

- Zentrifuge, Hettich
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2.2. Verbrauchsmaterialien

Verwendete Materialien und deren Bezugsquellen:
- Deckglaschen eckig: 7x7, 22x22 und 60x24 mm, Menzel Glaser
- Deckglaschen rund: £ 10 mm, Menzel Glaser
- Eppendorf-Reaktionsgefal3e (0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml), Eppendorf
- EDTA-Blutréhrchen, Sarstedt
- Glaspipetten, Lange: 150 mm, Assistent
- JET-Quick PCR Reinigungs-Kit, Genomed
- Lysing Matrix-Réhrchen, BIO 101
- Metaphasen-OT, Vysis
- Nitrozellulosefilter BA 85, Schleicher und Schuell
- Objekttrager mit Mattrand, Menzel Glaser
- Eindeck-Plastikfolie 60x30 mm, Appligene Oncor
- sterile Pipettenspitzen, Sarstedt

- sterile Falcon-Rdhrchen (15 ml und 50 ml), Becton Dickinson

2.3. Chemikalien

Eingesetzte Chemikalien und deren Hersteller:
- Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragmente, Roche Diagnostics GmbH
- Anti-Digoxigenin-Rhodamin, Roche Diagnostics GmbH
- Agarose, Amresco
- AmpliTagq® DNA Polymerase, Perkin Elmer
- Anti-Digoxigenin-AP-Antikdrper, Roche Diagnostics GmbH
- BCIP, Roche Diagnostics GmbH
- Biotin-16-dUTP, Roche Diagnostics GmbH
- Borséure, Merck
- BSA, Amresco
- Bromphenolblau, Merck
- Chromosom 6 a-Satelliten-Probe, Appligene Oncor
- Chromosom 8-spezifische DNA-Probe, Roche Diagnostics GmbH

- Chromosom 12-spezifische DNA-Probe, Roche Diagnostics GmbH
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- Chromosom 18 a-Satelliten-Probe, Appligene Oncor
- Chromosom 18-spezifische DNA-Probe, Appligene Oncor
- c-myc DNA-Probe, Appligene Oncor

- Colcemid, Gibco BRL

- Cot-1-DNA, Gibco BRL

- Dextranblau, Merck

- Dextransulfat, Biomol

- 10x DIG-DNA-Labeling Mix, Roche Diagnostics GmbH
- Digoxigenin-11-dUTP, Roche Diagnostics GmbH

- DAPI/Antifade (Vectashield), Vector

- DNA-Langenstandard, 1 kb-Ladder improved, MBI Fermentas
- DNA-Polymerase |, Roche Diagnostics GmbH

- DNase |, Roche Diagnostics GmbH

- DTT, Promega

- dNTP’s, Roche Diagnostics GmbH

- DOP-Primer, Metabion

- EDTA, Amresco

- Eisessig, Merck

- EtBr, Bio-Rad

- Ethanol, absolut, Merck

- Ficoll (Typ 400), Sigma

- Fixogum, Marabu

- Fotales Kalberserum, Gibco BRL

- Formaldehyd 37%, saurefrei, Merck

- Formamid, Merck

- Glycerin, Merck

- HCI, Merck

- KCI, Merck

- L-Glutamin, Gibco BRL

- Liqguemin N 25000, Gibco BRL

- Methanol, Merck

- MgCl,, Merck

- Natriums-Citrat, Merck
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- NaCl, Merck

- NBT, Roche Diagnostics GmbH

- PBD, Appligene Oncor
- Penicillin, Gibco BRL

- Pepsin, Sigma

- Phytohaemagglutinin (HA 15), Murex

- Proteinase K, Roche Diagnostics GmbH

- Reaktionspuffer D, 5x, Invitrogen

- Reaktionspuffer, 10x, fur DOP-PCR, Amersham

- Reaktionspuffer, 10x, fir Markierungsreaktion, Roche Diagnostics GmbH

- Replitherm Reaktionspuffer 20x, Biozym

- RNase A, Roche Diagnostics GmbH

- RPMI 1640, Gibco BRL

- Saccharose, Merck

- SDS, Roth

- Streptavidin-AP-Konjugat, Roche Diagnostics GmbH

- Streptavidin-Fluorescein, Roche Diagnostics GmbH

- Streptomycin, Gibco BRL
- Triton X-100, Sigma

- Tris/HCI, Sigma

- Tween 20, Sigma

- Xylencyanol FF, Fluka

2.4. Puffer und Losungen

DNA-Isolierung aus Blut und Gewebe:

Lysispuffer:

SE-Puffer:
Proteinase K;:

RNase A:

320 mM Saccharose, 1 mM Tris/HCI , pH7,5
5 mM MgCl, x 6H,0, 1% Triton X-100

75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8,0
10 mg/ml

20 mg/ml
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SDS:
NaCl:
EtOH:

TE-Puffer (10:0,1):

DOP-PCR:

DOP-Primer Mix:

dNTP-Mix fur DOP-PCR:

dNTP-Mix fir Label-PCR:

5x Reaktionspuffer D:

10x Reaktionspuffer:

20x Replitherm-
Reaktionspuffer:

Ampli-Tag®-Polymerase:
NaCl:

MgC|2:

Chromosomenpréparation:

Liqguemin N 25000:

Blutkulturmedium:

20%
5M
70%

10 mM Tris, 0,2 mM EDTA, pH 8,0

40 uM Aliguots HPLC gereinigter DOP-Primer,
bei -20°C gelagert
(5"-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3)

je 2 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP;
Aliquots bei -20°C

je 2 mM dATP, dCTP, dGTP mit 1 mMdTTP und
1 mM DIG-11-dUTP oder Biotin-16-dUTP;
Aliguots bei -20°C

300 mM Tris-HCI, 75 mM Ammonium-Sulfat,
17,5 mM MgCl,, pH 8,5

100 mM Tris/HCI, 500 mM KCI, pH 8,3,
0,01% Gelatine (w/v); Aliquots bei -20°C
(gebrauchsfertig vom Hersteller)

200 mM Tris/HCI, 1 M KCl, 0,1% Tween 20
und 0,1% NP-40; Aliquots bei -20°C
(gebrauchsfertig vom Hersteller)

5U/ul

25 mM

50 mM

5000 I.E. Natrium-Heparin pro ml

RPMI 1640 mit 10% fotalem Kalberserum,
200 mM L-Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und
100 pg /ml Streptomycin
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Phythaemagglutinin:
Colcemid:
Hypotone LAsung:

Fixativ:

Nick-Markierungsreaktion:

dNTP-Mix;

dTTP;
Biotin-16-dUTP:

10x Reaktionspuffer:

10x DIG-DNA-
Labeling Mix:

DNA-Polymerase I:

DNase I:

DTT:

L6sung D:

Gel-Elektrophorese:

10x TBE:

Agarose-Gel:

10x Gelladepuffer:

DNA-Langen-Standard:

9 mg/ml in dH,O
10 pg/ul
75 mM KCI

3 Teile Methanol und 1 Teil Eisessig (v/v);
frisch angesetzt und bei -20°C gelagert

dATP, dCTP, dGTP je 0,5 mM in
500 mM Tris/HCI, 50 mM MgCl, pH 7,5

0,5mM
1 mM

500 mM Tris/HCI, 200 mM MgSOs,
1 mMDTT, pH 7,2 (fertige Losung)

1 mMdATP, 1 mMdCTP, 1 mM dGTP,
0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP, pH 7,5

9 U/ml

Stocklésung: 3 mg/ml; vor Gebrauch
1:2000 in dH,O verdinnen

1 mM

270 mM EDTA, 1% SDS, pH 7,5;
Aliquots bei -20°C lagern

1 M Tris/HCI, 0,83 M Borsaure,
10 mM EDTA, pH 8,0

1% Agarose in 0.5x TBE

50% Glycerin, 1 mM EDTA, pH 7,5
0,25% Bromphenol-Blau,

0,25% Xylencyanol FF

1 kb Ladder improved, 200 ng/5ul
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Laufpuffer:

EtBr-Farbebad:

Filtertest:

Puffer AP-1:

Puffer AP-2:

Puffer AP-3:

AP-Antikorperlésung:

Substratlésung:

CGH:

10x PBS- Stammldsung:

1x PBS/MgCl,:

20x SSC-Stammldsung:

RNase A-Stocklbsung:

HCI:

Pepsinlésung:

Postfixierungslosung:

aufsteigende
Alkoholreihe:

0,5x TBE

100 pg/ml EtBr in dH,O

100 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 2 mM MgCl,
pH 7,5; nach dem Autoklavieren: Zugabe von Triton
X-100 (0,05%)

3% BSA in Puffer AP-1

100 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl,
50 mM MgCl,, pH 9,5

1:5000 Verdiunnung von Anti-DIG-AP und eine
1:1000 Verdunnung von Streptavidin-AP in AP-2

4,4 Ul NBT und 3,3 ul BCIP in 1 ml Puffer AP-3;
frisch angesetzt und im Dunkeln gelagert

1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 15 mM KH,POQy,
80 mM Na,HPO, x 7H,0, pH 7,3,
fir den Gebrauch auf 1x PBS verdiinnen

50 mM MgCl, in 1x PBS

3 M NacCl, 0,3 M Nas-Citrat, pH 7,0;
fur den Gebrauch auf 2x SSC verdiinnen

20 mg/ml RNase A in 10 mM Tris/HCI,
15 mM NacCl, pH 7,5; 15min. kochen, langsam
abkuhlen lassen und Aliquots bei -20°C lagern

0,01 N, pH 2,3

10% Pepsin-Stocklosung (w/v) in dH,O;
in 40 pl Aliquots bei -20°C lagern

2,7 ml saurefreies 37% Formaldehyd auf
100 ml PBS/MgCl,

70%, 85%, EtOHqps.
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Stop-Mix:

Denaturierungslosung:

Hybrid-Mix:

10x PBD-Stammlésung:

Antikorperldsung:

DAPI/Antifade:

FISH:
Fixativ:

Hybridisierungslésung:

DAPI/Antifade:

0,1% Bromphenolblau (w/v),
0,5% Dextranblau (w/v), 0,1 M NaCl,
20 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 7,8

50% Formamid, 2x SSC (v/v), pH 7,0

50% Formamid, 2x SSC,
10% Dextransulfat (v/v), pH 7,0

4x SSC, 0,05% Tween 20, pH 7,5;

fertige Losung von Appligene Oncor,

fur den Gebrauch auf 1x PBD verdinnen
1:200 Verdunnung von Anti-DIG-Rhodamin

(1 mg/ml) und

Streptavidin-Fluorescein (1 mg/ml) in 1x PBD

1,5 pg/ml; fertig vom Hersteller, bei -20°C gelagert

3 Teile Methanol und 1 Teil Eisessig (v/v)

50% Formamid, 2x SSC,
10% Dextransulfat (v/v), pH 7,0

1,5 pg/ml, fertig vom Hersteller, bei -20°C gelagert
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3. Methoden

3.1. DNA-Préaparation

3.1.1. DNA-Isolierung aus Blut

Das in einem EDTA-R6hrchen aufgenommene frische Blut (10 ml) wurde mindestens
UN bei -20°C eingefroren und anschlie3end fir die Aufarbeitung wieder aufgetaut. Nach
der Uberfiihrung des Blutes in ein 50 ml Falcon-Rohrchen erfolgte die Zugabe von 30 ml
Lysispuffer und eine halbstiindige Inkubation auf Eis. Wahrend dieser Zeit wurde der
Ansatz alle 10 min. vorsichtig geschwenkt und anschlief3end fiir 15 min. bei 4000 UpM
und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt
und zum Sediment erneut Lysispuffer gegeben (10 ml). Nach erfolgter Suspension wie-
der eine Inkubation auf Eis fir 15 min. und im Anschlufd daran eine Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen wie oben beschrieben. Das erhaltene Préazipitat wurde in 5 ml
SE-Puffer mit 25 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 250 pl SDS (20%) aufgenommen und
UN bei 37°C in einem Schiittelwasserbad inkubiert. Am n&chsten Tag wurden 1,4 mi
einer gesattigter NaCl-Losung (5 M) zupipettiert, der Ansatz kurz gevortext und dann bei
RT fur 15 min. bei 4000 UpM zentrifugiert. Zu dem in ein neues Falcon-Rohrchen tber-
fuhrten Uberstand (ca. 8-10 ml) kamen 10 ml Isopropanol. Der Inhalt wurde dann vor-
sichtig geschwenkt, bis die DNA als sichtbares ‘Knauel’ ausfiel. Zum Fischen der DNA
kam ein selbstgefertigtes Glashakchen (lber einer Bunsenbrenner-Flamme gebogenes
dunnes Ende einer Glas-Pasteurpipette) zum Einsatz. Nach einmaligem Waschen in
70% EtOH wurde die gefischte DNA am Hakchen getrocknet. Je nach Menge erfolgte
die Losung der DNA Uber einige Tage in bis zu 500 pl TE-Puffer (10:0,1).

Falls keine DNA ausfiel, wurde der Ansatz in Eppendorf-Reaktionsgefalie pipettiert und
UN bei -20°C belassen. Danach erfolgte die Zentrifugation in einer auf 4°C vorgekihlten
Zentrifuge bei 14.000 UpM fir eine halbe Stunde. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit
70% EtOH gewaschen und nach dem Trocknen ebenfalls in TE aufgenommen. Nach
Konzentrationsbestimmung (siehe 3.1.3.) und einer qualitativen Beurteilung (siehe
3.1.4.) wurde die DNA bei -20°C gelagert.
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3.1.2. DNA-Gewinnung aus Gewebematerial

Zur Isolierung der DNA aus Frischgewebe wurden 200 mg Tumormaterial mit 1 ml SE-
Puffer in ein Lysing Matrix-Réhrchen gegeben. Die Gewebezertrimmerung erfolgte fir
30 sec. bei speed 4,5 in dem FastPrep-Gerat mit Hilfe der in den Réhrchen enthaltenen
kleinen Partikel. AnschlieRend wurde der Inhalt in ein 15 ml Falcon-Rohrchen dekantiert
und mit 4 ml SE-Puffer, 250 pl 20% SDS und 25 pl Proteinase K versetzt und UN bei
37°C inkubiert. Fir den RNase-Verdau wurden am néchsten Tag 20 ul RNase A zuge-
geben und der Ansatz fur 30 min. in einem Schittelwasserbad inkubiert. Nach Zugabe
von 1,4 ml einer 5 M NaCl-Losung und Durchmischung auf dem Vortex erfolgte die Zen-
trifugation des Ansatzes bei 4000 UpM fiir 15 min. bei 4°C. Der DNA-haltige Uberstand
wurde in ein neues Falconréhrchen Gberfiihrt und zur Fallung der DNA mit dem zweifa-
chen Volumen an EtOH,,s versetzt. Die DNA fiel als sichtbares Knauel nach vorsichti-
gem Schwenken des Rohrchens aus und wurde mit einem Glashakchen gefischt. Zum

weiteren Vorgehen siehe 3.1.1.

3.1.3. DNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bei 260 nm gegen dH,O als Referenz
bestimmt. Als MalR3 fir die Reinheit der DNA diente der Quotient aus OD,0,/OD2g
(Normbereich zwischen 1,70 und 1,95).

3.1.4. Agarose-Gelelektrophorese

Zur GrolRenbeurteilung der DNA wurde eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Als Trenngel diente 1%-ige Agarose, als Laufpuffer 0,5x TBE. Die mit
Gelladepuffer versetzte (Endkonzentration des Ladepuffers: 1x) und anschlie3end auf-
getragene DNA lag mengenmallig bei 500-1000 ng. Bei einer Spannung von
100 V variierte, je nach Gelgrol3e, die Laufzeit zwischen einer halben Stunde und
45 min. Nach dem Lauf wurde die DNA in dem Gel in einer EtBr-Lésung gefarbt (5-10
min.), anschlieBend das Gel kurz (5 min.) in dH,O entfarbt und mit Hilfe eines UV-
Gerates analysiert.

Zur Bestimmung der Fragmentgrof3e diente ein mitaufgetragener DNA-Langen-

Standard. Fur die Dokumentation wurde ein Sofort-Bild angefertigt.
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3.2. Chromosomenpréparation aus Vollblut

3.2.1. Kultivierung von Lymphozyten

Ein ml heparinisiertes Vollblut eines gesunden mannlichen Spenders wurde in 10 mi
Kulturmedium (RPMI 1640 mit Zusatzen) und 200 pl Phytohaemagglutinin flr
71 Stunden bei 37°C und einer 5%-igen CO,-Atmosphéare im Brutschrank inkubiert.
Dann erfolgte die Zugabe von 65 pl Colcemid. Nach einer weiteren Inkubation von 40
min. im Brutschrank wurde der gesamte Ansatz in ein 15 ml Falcon-Rdhrchen tberfuhrt
und bei 300 x g fur 10 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig bis auf einen
kleinen Rest abgenommen und das Zellpellet anschliel3end vorsichtig darin resuspen-
diert. Nun erfolgte die schrittweise Zugabe (1 ml, 2 ml, 4 ml) von vorgewarmter (37°C)
hypotoner Lésung (75 mM KCI), bis ein Endvolumen von ca.
8-9 ml, in Abhé&ngigkeit von der Grol3e des Pellets, erreicht wurde. Es folgte eine Inku-
bation bei 37°C fur 20 min., wobei alle 10 min. der Inhalt des Réhrchen durch fanfmali-
ges Invertieren gemischt wurde. AnschlieRend erfolgte eine erneute Zentrifugation der
Zellsuspension fur 10 min. bei 300 x g und RT. Der erhaltene Uberstand wurde bis auf
ein Restvolumen von ca. 0,5 ml verworfen und das Zellprazipitat vorsichtig darin resus-
pendiert. Dann erfolgte die vorsichtige Zugabe von 1 ml eiskaltem Fixativ mit anschlie-
Render Durchmischung. Danach wurde in 2 ml-Schritten, mit zwischenzeitlichem vor-
sichtigen Suspendieren, insgesamt noch 8 ml Fixativ zugegeben und der gesamte An-
satz am Ende nochmals vorsichtig gemischt. Nach einer halbstiindigen Inkubation auf
Eis und erneuter Zentrifugation (4°C, s.0.) wurde das erhaltene Pellet wieder vorsichtig
in 8-9 ml Fixativ aufgenommen und anschlieBend wiederum bei 4°C, wie oben be-
schrieben, zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde solange wiederholt, bis das Zell-
pellet eine helle, weillliche Farbe annahm. Die erhaltenen Lymphozyten wurden entwe-
der direkt zur Herstellung der Metaphasen-Praparate eingesetzt oder in 1-2 ml Fixativ in

einem Eppendorf-Reaktionsgefal bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.2. Herstellung der Metaphasen-Préaparate

Die Lymphozyten-Praparation wurde nach Lagerung bei -20°C zunachst noch zwei- bis
dreimal mit eiskaltem Fixativ gewaschen (siehe 3.2.1.), in wenig Fixativ aufgenommen

und wahrend des weiteren Vorgangs kihl gehalten. Die Reinigung der Objekttrager (mit
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Mattrand) erfolgte durch Lagerung fur einige Stunden in absolutem EtOH mit 1% HCI.
Das Auftropfen der Lymphozyten-Suspension erfolgte auf diese vorgereinigten Objekt-
trager, die vor dem Gebrauch mit einem Tuch trockengerieben wurden. Zur besseren
Ausbreitung des Suspensions-Tropfens und dadurch zur besseren Spreitung der Meta-
phasen wurden zunachst zwei Tropfen Fixativ nebeneinander auf den Objekttrager pi-
pettiert. Dann wurde aus einer Hohe von 20-30 cm mittels einer Pipette je ein Tropfen
der Lymphozyten-Praparation auf jeden der vorgelegten Fixativ-Tropfen gegeben. Nach
1-2 Minuten wurde die Uberschissige Flissigkeit abgekippt und der Objekttréager kurz
mit Fixativ gespult. Nach Lufttrocknung wurde jedes Praparat hinsichtlich der Qualitat
und Quantitat der Metaphasen im Lichtmikroskop beurteilt. Ausgewéhlte Praparate, mit
einer ausreichenden Menge an gut gespreiteten und von der Grof3e her passenden
Metaphasen, mit einer Auflosung von ungefahr 400 Banden, wurden nach einem Alte-

rungsprozeld von 4-5 Tagen bei RT bis zur Verwendung in 70% EtOH bei 4°C gelagert.

3.3. Nick-Markierungsreaktion

3.3.1. Labeling der DNA

In der Labeling-Reaktion (modifiziert nach dem Protokoll von Arnold et al., 1996) wurde

jeweils 1 pg DNA in einem Volumen von 25 pl markiert.

Fur die Markierung der Tumor DNA: 25u  ACG-Mix
2,5ul  10x Reaktionspuffer
0,25u DTT
05u dTTP

1,0yl Biotin-16-dUTP

1,0 ul  DNA-Polymerase

0,5ul DNase | (1:2000)
Xl DNA (1 ug)

Xyl dH,O
Yo ¥a¥a¥a¥aYa¥a¥aYaYa s Ya

25 pl Endvolumen

Fur die Kontroll-DNA: 2,5ul  10x Dig-Mix
2,5ul  10x Reaktionspuffer
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0,25u DTT
1,0 ul  DNA-Polymerase
0,5ul DNase | (1:2500)
xul  DNA (1ug)

xul  dH,O
Y0 %0 ¥a¥a¥a¥a¥a Y2 %1% ¥ Ya

25 ul Endvolumen

Nach dem Zusammenpipettieren (auf Eis) wurden die Ansatze fir 60-120 min. in einem
Wasserbad bei einer Wassertemperatur von 15°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden 5
ul (200 ng) abgenommen und zum Stoppen der Reaktion 5 min. bei 65°C inkubiert. Die
restlichen Ansétze wurden bis zur weiteren Behandlung bei 4°C verwahrt. Eine Frag-
mentgrofien-Analyse durch Gelelektrophorese (siehe 3.1.4.) erfolgte mit dem entnom-
menen 5 pl-Aliquot. Lag die Probenléange in der bendtigten Grol3enordnung zwischen
400 bp und 2000 bp, wurde, um einen weiteren Verdau der Proben-DNA zu verhindern,
zu dem verbliebenen Reaktionsgemisch 2,5 ul Losung D gegeben und anschliel3end
der gesamte Ansatz bei 65°C inkubiert. Waren die DNA-Fragmente grof3er als 2000
bp, wurde der entsprechende Ansatz weiter bei 15°C inkubiert, bis der gewtinschte
Grol3enbereich erreicht wurde. Unter Umstanden wurden nochmals DNA-Polymerase |
und verdinnte DNase | zugegeben. Zur Bestimmung der Einbaurate wurde im Anschlul?

ein Filtertest durchgefihrt.

3.3.2. Filtertest zur Detektion der Einbaueffizienz

Von den markierten Proben wurde zunachst eine Verdinnungsreihe in dH,O mit End-
konzentrationen von 1 ng, 100 pg und 10 pg pro pl hergestellt. Jeweils 1 pl der ver-
schiedenen Konzentrationen wurde nebeneinander auf einen Nitrozellulosefilter gesetzt.
Nach dem Trocknen wurde der Filter zur Fixierung der DNA flr 1 min. invertiert auf einen
UV-Leuchttisch gelegt und anschlie3end kurz in Puffer AP-1 equilibriert. Zum Blocken
des Filters wurde zunachst in Puffer AP-2 auf einem Schiittler fir 10 min. inkubiert. Dann
erfolgte die halbstiindige Inkubation in der verdinnten Antikdrper-AP-Losung, ebenfalls
unter leichtem Schutteln. Es folgten zwei Waschschritte mit Puffer AP-1 und drei weitere
mit Puffer AP-3 (je 3 min.). Dann wurde der Filter in 1 ml frisch angesetzte Substratl6-

sung gelegt (invertiert) und fur mindestens 15 min. im Dunkeln inkubiert. Waren alle
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Verdunnungspunkte erkennbar, wurde die Reaktion durch Waschen des Filters unter
flieBendem Leitungswasser gestoppt. Der getrocknete Filter wurde zur Dokumentation
aufbewahrt.

Wurden auch nach langerer Wartezeit keine Signale oder nur ein erster Verdinnungs-

schritt schwach sichtbar, muf3te die Markierungsreaktion wiederholt werden.

3.4. Durchfuhrung der Comparativen-Genom-Hybridisierung

Die CGH wurde nach einem Protokoll von Arnold et al. (1996) durchgefthrt.

3.4.1. Vorbereitung der Metaphasen-Praparate

Bei Verwendung der selbstgetropften Praparate muf3te zunéchst eine Vorbehandlung
durchgefiihrt werden. Dazu wurden die in 70% EtOH gelagerten OT Kkurz in
2x SSC bei RT equilibriert und dann nach Auftropfen von 200 ul verdinnter RNase-
Losung mit einer Plastikfolie in passender Gréf3e abgedeckt, um invertiert in einer
feuchten Kammer bei 37°C fur 1 Stunde inkubiert zu werden. Danach wurden die Folien
entfernt und die OT 2x 5 min. bei RT in 2x SSC gewaschen. Um einen Temperaturabfall
bei dem folgenden Pepsin-Verdau moglichst zu vermeiden, wurde der dritte Wasch-
schritt mit warmem 2x SSC durchgefiihrt. Fur den Verdau wurde ein
40 ul Aliquot 10%-iges Pepsin aufgetaut, in eine Kuvette mit 80 ml 37°C warmer 0,01N
HCI gegeben und gut vermischt. Die temperierten OT wurden in diese Pepsin-Lésung
gestellt und fir 5min. in einem Warmeschrank bei 37°C inkubiert. Im Anschluf3 folgten
Waschschritte von 2x 5 min. bei RT in 1x PBS und 1x 5 min. in
1x PBS/MgCl, , bevor die OT fiir 15 min. in einer Losung aus saurefreiem Formaldehyd
in PBS/MgCl, bei RT postfixiert wurden. Nach erneutem Waschen in 1x PBS (1x
5 min.) wurden die OT in der aufsteigenden Alkoholreihe fiir je 3 min. dehydriert und an-
schliel3end luftgetrocknet.

Die gekauften Praparate sowie die nach der Vorbehandlung getrockneten Metaphasen-
Praparate wurden fir 90 sec. in eine Kivette mit 70°C warmer Denaturierungslésung
Uberfihrt. Damit die Temperatur der Denaturierungsldsung nicht zu stark abfiel, wurden
maximal nur 2 OT gleichzeitig behandelt. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden

die Praparate unverziglich in eine Kivette mit eiskaltem 70% EtOH gestellt. Zum weite-
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ren Dehydrieren folgten noch 85% EtOH und EtOH,,s , ebenfalls gekunhlt, fur je 3 min. Die

Metaphasen-Praparate wurden anschliel3end luftgetrocknet.

3.4.2. Vorbereitung der markierten DNA

Fur eine CGH mit selbst hergestellten Metaphasen-OT wurden je 285 ng markierte
Kontroll- und Tumor-DNA zusammen mit 35 pg Cot-1-DNA und dem 2,5x Volumen von
EtOHaps. zur Fallung UN bei -20°C gekihlt. Zur besseren Erkennung des Zellpellets nach
der Zentrifugation wurden in den Ansatz zuvor noch 0,5 ul blauer Stop-Mix zupipettiert.
Zentrifugiert wurde im Anschluf3 an die Fallung mit 14.000 UpM ftr 30 min. bei 4°C.
Durch eine grolRere Metaphasendichte auf den gekauften Vysis-OT konnten kleinere
Deckglaschen (7x7 mm) verwendet werden. Dementsprechend reduzierte sich die
Menge der eingesetzten DNA auf je 100 ng und bei der Cot-1-DNA auf 10-15 ug.

Die Fallung und die anschliel3ende Zentrifugation der DNA  waren mit der vorangegan-
genen Durchfuihrung identisch.

Das nach dem Zentrifugieren erhaltene DNA-Pellet wurde fur 30 min. bei 37°C getrock-
net und anschlieRend in 10 ul, bzw. 3 ul Hybrid-Mix (eigene-/Vysis-OT) auf-genommen
und zum LOsen erneut bei 37°C inkubiert (ca. 30 min.). Dann wurden die Proben fur 7
min. bei 75°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt (3 min.), bevor sie fir 45 min. zum

Préahybridisieren in einen 37°C Warmeschrank kamen.

3.4.3. Hybridisierung

Die vorbehandelten OT, die verwendeten Deckglaschen, sowie die prahybridisierten
Proben kamen auf eine 42°C warme Heizplatte, auf der auch die Pipettierung der Pro-
ben auf die markierten Metaphasen-Bereiche erfolgte. Nach dem Auftragen von 10 pl
Proben-Mix je Areal auf die selbstgetropften OT (je OT 2 Proben), bzw. 2-3 pl bei den
Vysis-OT (bis maximal 12 Proben je OT), wurden diese Luftblasenfrei mit einem 22x22
mm, bzw. 7x7 mm Deckglaschen versehen und mit Fixogum versiegelt. Die Hybridisie-

rung erfolgte tber 2 - 3 Tage in einer feuchten Kammer bei 37°C.
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3.4.4. Detektion der Hybridisierung

Die Positionen der einzelnen Deckglaschen wurden fur eine spatere Zuordnung der
Areale, zunachst mit einem Diamantschreiber auf der Riickseite der OT markiert, bevor
diese zusammen mit dem Fixogum vorsichtig entfernt und die OT sofort in
1x PBD uberfuhrt wurden (bei RT, 5 min.). Nun wurde fir 5 min. in 2x SSC bei
70-71°C gewaschen, bevor wieder bei RT in 1x PBD inkubiert wurde (5 min.). Nachdem
die Antikdrper-Verdinnung angesetzt, gevortext und anschlieend fur 5 min. bei 14.000
UpM (RT) zentrifugiert wurde, konnten je 80 pl des Antikorper-Uberstandes auf einen
Préaparate-OT pipettiert werden. Eine aufgelegte Plastikfolie in Grol3e eines Deckglas-
chens verhinderte das Heruntertropfen der Lésung und das Austrocknen des Prapara-
tes, so dal dieses im invertierten Zustand in einer feuchten Kammer fur 45-60 min. bei
37°C inkubiert werden konnte. Im Anschlul daran wurde 3x bei RT mit 1x PBD fir je 5
min. unter leichtem Schitteln gewaschen. Nach dem Durchlaufen einer aufsteigenden
Alkoholreihe (je 3 min. bei RT) konnten die OT im Dunkeln getrocknet und anschlie3end
mit einer Mischung aus DAPI/Antifade eingedeckt werden. Bevor die Praparate mit
Hilfe eines UV-Mikroskopes mit angeschlossener Kamera beurteilt und fotografiert wur-

den, lagerten sie fur mindestens eine Stunde im Dunkeln bei 4°C.

3.4.5. Beurteilung und Dokumentation der CGH-Hybridisierung

Zunachst wurde die Hybridisierung hinsichtlich ihrer Qualitat begutachtet. Die Metapha-
se-Chromosomen sollten eine homogene Anfarbung mit den beiden Fluorochromen
(griin und rot) und mit dem Gegenfarbstoff DAPI (blau) aufweisen. Eine sehr grobkérni-
ge Anfarbung einzelner Chromosomen, wie auch eine ungleichméaRige Verteilung der
Fluoreszenz-Farbstoffe auf den Chromosomen einer Metaphase, fihrte zum Ausschluf3
der Metaphase. Um ein statistisch abgesichertes CGH-Ergebnis zu gewéhrleisten, wur-
den fir eine Auswertung mindestens zehn bis 15 Metaphasen von jeder CGH einer Pa-
tientin aufgenommen. Hierbei war die Vollstandigkeit der Metaphase, eine gute Sprei-
tung und wenig Uberlappende Chromosomen die Auswahlkriterien.

Die Fluoreszenzmuster wurden mit den entsprechenden Reflektor- und Filterkombina-
tionen in der Reihenfolge blau, grin und rot (DAPI, Fluorescein, Rhodamin) nacheinan-
der mit einer angeschlossenen lichtempfindlichen CCD-Kamera unter Verwendung der

ISIS-3-Software aufgenommen und im PC gespeichert.
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3.4.6. Karyotypisierung der Metaphasen

Die gewonnenen Bilddaten wurden durch computergestitzte digitale Bildverarbeitung
mit der ISIS-3 Software fur die Auswertung aufbereitet.

Zunachst wurde fir jede Metaphase eine Hintergrundkorrektur vorgenommen, bevor die
einzelnen Chromosomen voneinander getrennt wurden. Im Karyotypisierungs-Modus
erfolgte die Zuordnung der Chromosomen in einem invertierten schwarz/weil3 Bild der
DAPI-Anfarbung (blau), da diese Darstellung einem der G-Banderung (Giemsa-
Farbung) ahnlichen Muster entspricht und damit die Zuordnung der Chromosomen er-
leichtert. Fur eine getrennte p- und g-Arm-Skalierung der Chromosomen bei der Karyo-
typisierung wurde zusétzlich die Zentromerposition tUber einen Befehlsmodus des ISIS-3

Programms markiert.

3.4.7. Auswertung der CGH-Ergebnisse

Nach Bearbeitung aller fotografierten Metaphasen einer Patientin, wurden die jeweiligen
Einzelprofile begutachtet, um von dem Summenprofil eventuell abweichende Chromo-
somen zu eliminieren. Zur Erstellung der Einzelprofile ermittelte das ISIS-3-Software-
Programm Uber die Breite eines jeden einzelnen Chromosoms der Metaphase die h-
tensitat der beiden Fluoreszensfarbstoffe Fluorescein und Rhodamin (grin, rot), und
verfuhr so entlang der gesamten medianen Chromosomenachse. Eine gleichmallige
Anfarbung mit Rot (r) und Grin (g) bedeutete ein Verhaltnis von g:r= 1 und entsprach der
im CGH-Profil dargestellten Grundlinie (Abb. 3, S. 23). Veranderte sich das Verhaltnis
der beiden Farben zueinander, so verlief das ermittelte CGH-Profil dieses Chromo-
soms entsprechend links (g:r < 1), bzw. rechts (g:r > 1) von der Grundlinie. Hierbei
konnten Grenzwerte (obere und untere Schwelle), jeweils individuell fir jeden bearbei-
teten Fall einer Patientin berechnet, tiber- oder unterschritten werden, die einen Zuge-
winn bzw. einen Verlust der jeweilig betroffenen chromosomalen Region bedeuteten
(Abb. 3, S. 23). Die Schwellen-Einstellungen basierten auf statistischen Berechnungen
der Standardabweichungen der Ratio-Werte und waren ortsabhangig.

Aus den Einzelprofilen eines jeden Chromosoms aus mehreren Metaphasen eines Fal-

les berechnete das ISIS-3-Programm fuir jedes der 24 Chromosomen (22 Autosomen, 2
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Geschlechtschromosomen) ein zugehoriges Mittelprofil. In dieser Darstellung wurden
Uber- bzw. Unterschreitungen der Grenzwerte durch vertikale Balken auf der rechten,
bzw. linken Seite des CGH-Profils verdeutlicht. Eine Zuordnung mdglicher Uber- bzw.
Unterreprasentationen zu entsprechenden chromosomalen Regionen erfolgte mit Hilfe
des zusatzlich dargestellten Ideogramms des jeweiligen Chromosoms (Abb. 7, S. 53).

Zunachst wurden die so erhaltenen Daten entsprechend ihrer Gruppenzugehorigkeit
(Malignitatsgrad) eingeteilt. Da diese Untergruppen zum Teil recht klein ausfielen,
konnte keine statistische Auswertung vorgenommen werden. Daher wurden nur die Ge-
samtzahlen der Aberrationen und ihre prozentualen Verteilungen bei den Hauptgruppen
(benigne, Borderline- und maligne Tumore) berechnet und flir eine vergleichende Analy-

se untereinander und zu bestehenden Daten herangezogen.

3.5. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.5.1. Herstellung der Gewebe-Préaparate fir die FISH

Tiefgefrorenes OP-Material (Tumor- und Normalgewebe) wurde nach Auftauen direkt
auf mit Methanol abgeriebene Mattrand-OT ‘ge-touched’ und sofort fir 20 min. in kihle,
frisch hergestellte Fixativ-Losung gestellt. Nach dem Trocknen und einer Be-gutachtung

unter dem Durchlichtmikroskop wurden die Préaparate in 70% EtOH bei 4°C gelagert.

3.5.2. Herstellung der mikrosezierten FISH-Sonden

Das von Herrn Weimer freundlicherweise zur Verfligung gestellte DNA-Material fur die
FISH war durch chromosomale Mikrosezierung der gewlnschten Bereiche gewonnen
und direkt mittels einer DOP-PCR amplifiziert worden (DOP-PCR 1; Weimer et al.,
1999). Die Probe wurde zunachst einer weiteren DOP-PCR Amplifikation (DOP-PCR

2) unterzogen.
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Pipettierschema DOP-PCR 2:

1-2 ul von DOP-PCR 1
5l 10x PCR-Puffer
2,5ul MgCl,
5ul dNTP-Mix
2,5ul DOP-Primer
0,3 ul Ampli-Tag® DNA-Polymerase

mit dH,O auf ein Volumen von 50 pl bringen.

Temperaturzyklen: 1.) 92°C 3 min.
2.)92°C 1 min.
3.)62°C 2 min.
4)72°C 1,5 min.
5)2)-4) 25x wiederholen
6.) 72°C 10 min.
7.) 4°C halten

Im Anschlufd daran wurde eine PCR-Markierung durchgefuhrt, um die Sonden mit Biotin

bzw. Digoxigenin zu markieren.

Pipettierschema: 2-4 pl von DOP-PCR 2
1l 20x Replitherm-Puffer
2 Label-dNTP-Mix
2 ul Biotin-16-dUTP oder DIG-11-dUTP
1l DOP-Primer
1y MgCl,
0,12 pl Ampli-Tag® DNA-Polymerase

mit dH,O auf ein Volumen von 20 pl bringen.

Temperaturzyklen: 1.) 94°C 3 min.
2.)94°C 1 min.
3.)56°C 2 min.
4.) 0,3°C/sec. auf 72°C
5)72°C 2 min.
6.) 2.)-5.) 25x wiederholen
7.)72°C 10 min.
8.) 4°C halten

Zur Kontrolle der PCR wurde eine Gel-Elektrophorese durchgefiihrt (siehe 3.1.4.) und im
Anschlu daran das erhaltene PCR-Produkt Gber eine Saule (JET-quick PCR-
Reinigungssaule) nach Vorschrift des Herstellers aufgereinigt und in 50 ul

10 mM Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen.
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3.5.3. Vorbereitung der Praparate

Die FISH-Praparate wurden entsprechend dem Protokoll fur die selbstgetropften CGH-

Préaparate (siehe 3.4.1.) vorbehandelt.

3.5.4. Vorbereitung der FISH-Proben

Je 10 pl der markierten und gereinigten Sonden (siehe Tab. 6) wurden allein oder in
Kombination mit einer weiteren Probe mit 20 ul bzw. 30 ul Cot-1-DNA in Gegenwart von
EtOH UN bei -20°C gefallt. Nach erfolgter Zentrifugation fur 30 min., 14.000 UpM bei
4°C, wurde das getrocknete Prazipitat in 10 ul Hybrid-Mix gel6st. Eine Denaturierung
erfolgte fir 7 min. bei 75°C, die Prahybridisierung nach dem Abkuhlen auf Eis fur 30
min. bei 37°C.

Die kauflich erworbenen Proben wurden laut Anleitung des Herstellers vor Gebrauch in

Hybrid-Mix verdiinnt und denaturiert.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten FISH-Proben

FISH-Probe | Lokalisation Herkunft FISH-Probe | Lokalisation Herkunft
6-Alpha- 6-Zentromer | Appligene- Max-Planck
Satellit (D621) Oncor Yacl 3926 Institut, Berlin
8-Alpha- Roche Max-Planck
Satellit 8-zentromer Diagnostics Yac2 3923 Institut, Berlin
12-Alpha- Roche Max-Planck
Satellit 12-zentromer Diagnostics Yac3 3q13 Institut, Berlin
18-Alpha- | 18-Zentromer | Appligene- Humangenetik
Satellit (D1871) Oncor HG1 6q22.3 Kiel
8q21.3 D8se03 | APpligene- HG 2 6g23.2 | Humangenetik
Oncor Kiel
) Appligene- Humangenetik
8924 c-myc Oncor HG 3 6023.3 Kiel
18021.2 Digsa1 | Appligene- HG 4 6q2s.2 | Humangenetik
Oncor Kiel

Die Proben gesamt 3p, 3p21, gesamt 6p, 6p21 und gesamt 8p wurden im Hause durch

Mikrodissektion gewonnen und mittels DOP-PCR vervielfaltigt.
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3.5.5. Durchfuhrung der FISH

Nachdem die FISH-OT ebenso wie die CGH-Praparate denaturiert wurden (siehe
3.4.1.), erfolgte auf der Heizplatte (42°C) das Pipettieren der Proben auf die entspre-
chenden Praparate, die anschliel3end mit einem Deckgléschen (rund, £ 10 mm) verse-
hen und diese mit Fixogum abgedichtet wurden. Die Hybridisierung erfolgte in einer

feuchten Kammer bei 37°C (1 - 3 Tage).

3.5.6. Detektion der FISH-Signale

Vor dem Entfernen der Deckglaschen wurden deren Positionen mit einem Diamant-
schreiber auf der Rickseite der OT markiert. Die Waschschritte, sowie die Detektion
der Fluoreszenz-Signale und das anschlieRende Eindecken erfolgte, wie unter 3.4.4.

beschrieben.

3.5.7. Auswertung der FISH

Die Auszahlung der Signale von mindestens 100 verschiedenen Interphase-Kernen er-
folgte am Fluoreszenz-Mikroskop. Bei mehrfachem Auszé&hlen oder bei Wieder-holung
eines Experimentes wurde aus den gezéhlten Signalen der Mittelwert ge-bildet. Zur Do-
kumentation wurde in einigen Fallen ein Bild mittels CCD-Kamera und ISIS-3 Pro-

gramm festgehalten.
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4. Ergebnisse

4.1. Optimierung der Comparativen-Genom-Hybridisierung

Fur die CGH wurden die Praparate-Objekttrager mit den Normal-Metaphasen zunachst
noch selbst getropft. Da bei den durchgefiihrten Praparationen die Qualitat der Meta-
phasen sehr schwankte und damit auch die Qualitéat der CGH teilweise beeintrachtigt
wurde, kamen im spateren Verlauf gekaufte Objekttrager der Firma Vysis zum Einsatz.
Aufgrund der hohen Metaphasendichte auf diesen OT konnten deutlich kleinere Deck-
glaschen von der GroRe 7x7 mm (Sonderanfertigung) statt 22x22 mm eingesetzt wer-
den. Die hybridisierte Flache reichte aus, um die minimal erforderlichen zehn bis 15
Metaphasen pro Fall zu liefern. Somit konnte eine deutliche Reduzierung der einge-
setzten DNA-Menge erzielt werden. Waren bei den grof3eren Deckglaschen noch 10 pl
Hybrid-Mix mit je 285 ng Kontroll- und Tumor-DNA und
35 ug an Cot-1 DNA nétig, konnten diese Mengen auf 1/3 reduziert werden. Dadurch
konnte schon bei der Nick-Markierungsreaktion die Ansatzmenge halbiert werden (das
Originalprotokoll verlangte einen 50 pl Reaktionsansatz, siehe Arnold et al., 1996).
Weiterhin konnten in nur einem CGH Experiment wesentlich mehr Proben parallel, bei
gleichem Zeitaufwand und gleichen Mengen an Waschpuffer und Antikérperldsung be-
arbeitet werden. Bei einer optimalen Verteilung der Metaphase-Tropfen tber den ge-
samten Vysis-OT konnten je OT 12 Falle parallel untersucht werden. Diese Zahl wéare
bei den in Eigenproduktion entstandenen OT nur bei einer gleichzeitigen Bearbeitung
von 6 OT (je OT 2 Félle a 22x22 mm) mdglich gewesen. Die Kosten flr die gekauften
OT (je OT 28 DM) kann man durch Zeiteinsparungen, durch umgehen der Metaphasen-
Préaparation, des RNase- und Pepsin-Verdaus der Metaphasen-OT vor der CGH und

durch Reduzierung der eingesetzten Mengen wieder ausgleichen.

4.2. CGH-Untersuchungen

Im Rahmen dieser Dissertation wurde in dem Zeitraum von 1997 bis 1999 DNA-
Material von insgesamt 61 Ovarialkarzinom-Patientinnen aufgearbeitet und zunachst
mittels CGH auf numerische Genomaberrationen hin analysiert.

Die DNA wurde aus gefrorenem OP-Material isoliert und fur den Einsatz in der CGH

entsprechend aufbereitet. Die Detektion und Auswertung der Fluorescein- und Rho-
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damin-Hybridisierungssignale erfolgte mit Hilfe der 1SIS-3-Software (MetaSystems) am

Fluoreszenzmikroskop.

4.2.1. Kontroll-CGH

Es wurden routinemaRig Kontroll-CGH’s durchgefuhrt. Hierzu wurde Biotin und Dig-
oxigenin markierte DNA (mannliche und weibliche DNA) von Test-Personen in der Hy-
bridisierung eingesetzt. Dieses diente der Ermittlung der optimalen Git-1 Menge und
der Identifizierung moglicher Artefakte, die in der CGH zu beobachten sind. Ein Beispiel
fur eine Metaphase und die Darstellung ‘Mittelprofile mit Balken’ einer Kontroll-CGH ist
in Abbildung 4 (S. 50) wiedergegeben. Die Darstellung ‘Mittelprofile plus Balken’ zeigt
bei den Autosomen keine  Aberrationen (siche auch  Abb. 5a,
S. 51). Nur das X-Chromosom zeigt, methodisch bedingt, eine Uberreprasentation, das
Y-Chromosom dagegen eine Unterreprasentation (Erklarung dazu siehe S. 55).

Ebenso wurde zu Kontrollzwecken bei 14 Patientinnen DNA aus normalem Gewebe
und/oder aus Blut gewonnen und der CGH zugefluhrt. Es zeigten sich in einigen Fallen
die fur die CGH charakteristischen artifiziellen Uberreprasentationen im Zentromer
(Abb. 5b, S. 51). Hierbei handelte es sich tberwiegend um die Chromosomen 1, 3, 9,
16, 19 und 20, sowie um die akrozentrischen Chromosomen 13 bis 15, alle gekenn-
zeichnet durch einen hohen Anteil repetitiver DNA in Zentromerbereich. Diese auch
schon in der Literatur beschriebenen Artefakte treten bei ungentigender Absattigung der
hochrepetitiven Sequenzen mit Gt-1-DNA auf. Diese betroffenen Regionen wurden
entsprechend dem Vorschlag von Joos et al. (1995) und du Manoir et al. (1995) nur un-
ter Vorbehalt analysiert oder ganz von der Bewertung ausgeschlossen.

Zeigten sich artifizielle Uberreprasentationen in allen heterochromatischen Bereichen,
wie beispielhaft in einem CGH-Profil von Normalgewebe-DNA in Abbildung 5b zu se-
hen, wurden diese Regionen ebenso nicht mit in die Bewertung einbezogen. Im Ver-
gleich ist eine Kontroll-CGH ohne methodische Artefakte in Abbildung 4 (S. 50) zu se-
hen, das zugehorige Mittelprofil ist nochmals in Abb. 5a (S. 51) wiedergegeben.
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Abb. 4: a.-d. Sequentielle Aufnahmen einer Kontroll-CGH in den drei Farben Blau, Grin
und Rot und das Gesamtbild dieser Einzelaufnahmen. Darunter die Aus-
wertungsdarstellung ‘Mittelprofile plus Balken’
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Abb. 6: a.-d. Sequentielle Aufnahmen einer CGH-Metaphase in den Farben Blau, Griin und
Rot sowie das Gesamtbild der drei Farben. Darunter das zugehdérige Karyo-
gramm mit den Prufprofilen des jeweils rechten Chromosoms (Patientin Nr.29)
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Abb. 7: a. Karyogramm mit Prifprofil des jeweils rechten Chromosoms (Pat. Nr. 53)
b. Mittelprofile mit Balken zu dem obigen Fall
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Abb. 8: Beispiel fur eine CGH mit vielen Aberrationen und starken Amplitudenwech-

seln, z. B. in Chromosom 1, 6 und 8 (Pat. Nr. 51)



ERGEBNISSE 55

Auch die Telomerbereiche stellten bei der Auswertung der CGH-Profile einen Unsicher-
heitsfaktor dar. Die Farbintensitaten nehmen aufgrund schlechterer Anfarbung zum En-
de der Chromosomen hin ab. Daher lassen sie oftmals keine gesicherte Aussage Uber
die Ratio der Fluoreszenzen zu (Bentz et al., 1998). AulRerdem finden sich auch hier
repetitive Sequenzen. Veranderungen in den Telomerbereichen wurden nur bericksich-
tigt, wenn nicht alle Chromosomen diese Veranderung in gleicher Art und Weise zeig-

ten, wie es typisch fur einen methodischen bedingten Artefakt ist.

Da bei den durchgefiihrten CGH-Analysen die Kontroll-DNA von einem mannlichen
Probanden stammte, konnte im Falle der X-Chromosomen nur eine Aussage zu einem
madglichen Verlust gemacht werden, aber nicht Uber einen Zugewinn dieses Chromo-
soms. Aufgrund des Verhaltnisses von nur einem ‘roten’ X-Chromosom (Kontroll-DNA)
zu im Normalfall zwei ‘grinen’ (Patientinnen-DNA) verlauft das Ratio-Profil rechts von
der oberen Schwelle (Abb. 4 und 5, S. 50/51). Da eine Korrelation von der Amplitude
des Fluoreszenzprofiles und der tatsdchlichen Genkopienzahl nicht immer gegeben war,
wie sich in dem FISH-CGH Vergleich herausstellte, wurde auch bei einer ‘extremen’
rechtsseitigen Verschiebung des Profiles fir das X-Chromosom keine Aussage zu ei-
ner moglichen Amplifikation gemacht. Wenn sich das Profil innerhalb der Grenzschwel-
len oder links von der unteren Schwelle befand befand, wurden diese Bereiche als mdg-
liche Verluste der X-Chromosomen bewertet.

Bei der Verwendung von mannlicher Kontroll-DNA zusammen mit weiblicher Tumor-
DNA in der CGH laf3t sich die Qualitat der Hybridisierung anhand des Y-Chromo-soms
Uberprufen. Dieses sollte, abgesehen von der im oberen Teil gelegenen pseudoauto-
somalen Region, keine Hybridisierung mit weiblicher DNA zeigen (grin), sondern
hauptsachlich in blau (DAPI-Gegenfarbung) und rot (Rhodamin, Kontroll-DNA) darge-

stellt sein.

4.2.2. CGH mit Tumor-DNA

Das Tumormaterial der untersuchten Patientinnen im Alter von 26 bis 89 Jahren (Alters-
durchschnitt 60 Jahre) setzten sich aus drei Gruppen zusammen: die Uberwiegende
Mehrheit zeigte einen malignen Tumortyp (52 von 64), in vier Féllen lag benignes Mate-

rial vor und in acht Fallen handelte es sich um einen Borderline-Tumor. Die weitere Dif-
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ferenzierung in Primartumor und Rezidiv, in Grading und FIGO, sowie der histologische
Subtyp sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Ubersicht iber die Zusammensetzung des Patientinnenkollektivs

Malignitat esamt Priméar- Rezidiv Grading FIGO Histologischer
(@-Alter; P/ R) 9 tumor P/R P/R Subtyp P/ R
benigne 4 4 i i i seros: 1
(60,5) nicht typisiert: 3
Borderline-Tu. sero.s,:"5.
(64,5) 8 8 - - - muzinds: 1
' nicht typisiert: 2
F1:4/2 serds: 27 /6
maligne 50 43 9 Gl:4/1 |F2:2/1 endom.: 9/1
(60,0 /55,1) G3:39/8 |F3:30/5 |AdCa.:3/-
F4:7/1 solide: 4 /2
gesamt 64 55 9
Abklrzungen:  @-Alter: Durchschnittsalter der Patientinnen bei der Operation, P: Primértumor,

R: Rezidiv, G: Grading, F: FIGO, AdCa.: Adenokarzinom, endom.: endometrioid

Ob bei den Patientinnen ein familiérer Hintergrund von erblichem Brust- oder Ovarial-
krebs oder anderen Tumorerkrankungen bestand, war nicht bekannt.

In drei Féallen wurde ein Rezidiv eines bereits analysierten Primartumors untersucht, so
daf’ bei 61 Patientinnen insgesamt 64 Tumoren untersucht wurden.

Beispiele fur CGH-Auswertungen (Metaphasen, Karyogramme und ‘Mittelprofile plus
Balken’) mit Tumormaterial sind in Abbildung 6, Seite 52, Abbildung 7, Seite 53 und in
Abbildung 8 auf Seite 54 dargestellt.

Wie sich nach einigen wiederholten CGH-Experimenten herausstellte, waren die EB-
gebnisse in vielen Fallen reproduzierbar, doch es gab auch Abweichungen bei einigen
Ratio-Profilen der CGH. Wurden im ersten Versuch die Grenzschwellen regional von
den Ratioprofilen eindeutig Uber- oder unterschritten, so zeigten die Kurven der zweiten
CGH nicht mehr diese Deutlichkeit, oder umgekehrt. Es gab Tendenzen in Richtung der
Grenzschwellen, die nur berthrt, nicht aber passiert wurden. Hieraus und aus den korre-
spondierenden FISH-Ergebnissen wurde geschlossen, dald auch schon die Tendenzen
eine gewisse Aussage erlauben.

Um alle moglichen Aberrationen zu erfassen, auch jene, welche durch eventuelle metho-
dische Unzuléanglichkeiten nicht eindeutig zu erkennen waren, erfolgte zunachst eine
zweigeteilte Auswertung der CGH-Daten: zum einen die ‘tendenzielle’ Sicht, in der die
Tendenzen ebenfalls wurden, anderen die

berlcksichtigt zum
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‘sichere’ Sicht, bei der nur die durch Balken links und rechts der Ratio-Kurve kenntlich
gemachten Bereiche in die Auswertung einflossen.

Ein Beispiel fur ein wiederholtes Experiment mit zwei &hnlichen Ergebnissen (Tenden-
zen und eindeutigen Aberrationen) ist in Abbildung 9 (S. 59) zu sehen. Ahnlich abwei-
chende CGH-Profile ergaben sich teilweise auch bei der Verwendung von verschiede-
nen Proben aus einem Tumor, wie in Abb. 10 (S. 60) dargestellt. Bei gesicherter Her-
kunft aus dem gleichen Tumor, ebenso bei mehreren CGH-Experimenten zu einem Fall,
wurden die erhaltenen Ergebnisse der Einzeluntersuchungen in einer Auswertungs-
Darstellung zusammengefal3t. Hiebei wurden in einigen Féllen die Tendenzen eindeutig
als Aberrationen bestatigt (vergleiche Abb. 11, S. 61, mit den zusammengefaldten Er-
gebnissen der CGH aus Abb. 9 und 10, S. 59/60).

Die Ergebnisse aus ‘tendenzieller’ und ‘sicherer’ Sicht unterschieden sich, abgesehen
von héheren Werten bei den Amplifikationen und Deletionen in der ‘tenden-ziellen’ Aus-
wertung, nur geringfligig bezlglich der Reihenfolge der Chromosomen bei einer Aufli-
stung der Haufigkeiten dieser Aberrationen (Tab. 9, S. 62). Die Chromosomenarme
19p und g, sowie 20p lagen bei der ‘tendenziellen’ Sichtweise zusammen mit Chromo-
somen 8q und 3q bei den Amplifikationen an der Spitze. In der ‘sicheren’ Sichtung lag
Chromosomarm 8q vor 3q und den Chromosomen 20qg, 19q und 19p. Ein Vergleich der
Ergebnisse beider Sichtweisen ist in Abb. 12, S. 63 als Saulendiagramm dargestellt.
Da sich keine grof3en Unterschiede zwischen den beiden Sichtungsweisen zeigten,
werden im Weiteren nur die Ergebnisse der sicheren Sichtung vorgestellt und diskutiert.
Eine Berechnung der gefundenen Aberrationen erfolgte in der Gesamtheit und aufgeteilt
in Amplifikationen und Deletionen fur die jeweiligen Untergruppen des Patientinnenkol-
lektivs (Tab. 8, S. 58). Der sogenannte ANCA-Index (@verage number of copy altera-
tions) gibt Auskunft Gber die durchschnittliche Anzahl der chromosomalen Alterationen.
Fur die Berechnung wird die Anzahl der gefundenen Aberrationen durch die Anzahl der
untersuchten Falle geteilt. Dieser Wert steigt im allgemeinen im Rahmen der Tumorpro-

gression (Ried et al., 1995).
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Tabelle 8: Ubersicht der ANCA-Werte und der durchschnittlich gefundenen Aberrationen

Tumor- _ Summe Min. Min. Min.
Art/ | SICt | der Ab- | gESaML | May. | AMP. |y | DeL o 1 Amp. Del.
Pat. nen samt
23,6 0 130 | © 10,7 | ©
= tend. | 1016 @119) | 46 | @n | 24 | Gse)| 22 | 549% | 451%
43 _ 15,8 0 8,7 0 7.0 0
sicher 679 (+10,6) 37 (+6,3) 22 (+4,9) 16 55,4% | 44,6%
26,4 11 | 156 | 8 109 | 1
R |tnd | 238 | 4100) | 39 | 43)| 19 | @64)| 20 | 988% | 41.2%
9 _ 18,6 7 11,8 | 5 6,8 0
sicher 167 (+9,0) 29 (+3,8) 16 (5,7) 14 63,5% | 36,5%
24,1 0 134 | 0 10,7 | ©
p+R |tend | 1254 @116) | 46 | (66) | 24 | @57y | 22 | 557% | 443%
52 _ 16,3 0 9,3 0 7.0 0
sicher 846 (#10,3) 37 (#6,0) 22 (#5,0) 16 57,0% | 43,0%
end 23 5,4 0 3,9 0 1,5 0 31 12
Border. | f€Nd. (+3,5) 10 | (+26) | 6 |@L7)| 4 |(721%)]| (27,9%)
8 : 1,1 0 1,1 0
sicher 9 (+1,4) 3 (+1,4) 3 0 0 9 0
_ end " 11,0 5 8,8 0 2,3 0 35 9
benigne | '€Nd. (+8,3) 23 | @#5,7) | 17 | @26)| 6 |(79,5%)]| (20,5%)
4 h 26 6,5* 0 6,3 0 0,3 0 25 1
sicher (7,3) 17 | #6,8) | 16 | #0,5)| 1 |(96,2%)]| (3,8%)

Abkurzungen: ANCA: average number of copy alterations, mit Angaben der Standardabweichungen (in
Klammern); P: Primar-Tu.; R: Rezidiv; Border.: Borderline-Tumor; tend.: tendenzielle Sicht; sicher: siche-
re Sicht; Min. und Max.: Minimal- und Maximalwert der gefundenen Aberrationen in der Gesamtheit,
sowie aufgeteilt in Amplifikationen und Deletionen. *: ohne Pat. Nr. 5: Gesamt-ANCA 3,0 +2,5. Die
Fallzahlen der Gruppen von Border.- und benignen-Tu. waren fir eine Prozentberechnung zu klein, so
daf diese Werte in Klammern gesetzt wurden. Die Gré3e der Gruppen ist in der ersten Spalte mit ange-

geben.
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Eine statistische Analyse zur Klarung einer moglichen Korrelation zwischen Grading,
FIGO und Subtyp mit der Art und Anzahl der Aberrationen sowie deren Lokalisation war

aufgrund der kleinen Gruppen nicht maglich.

Die folgende Ubersichtstabelle zeigt die Berechnungen der prozentualen Anteile von
Amplifikationen und Deletionen fiir die Gruppe der malignen Tumoren (Primar-Tumor
und Rezidive, 52 Falle), ungeachtet des Subtyps und der Klassifikation. In der Tabelle
10 sind die Aberrationen mit einem Anteil von mehr als 30% und deren genauere Posi-

tionen zusammen mit einer Ubersicht lokalisierter Gene aufgefiihrt.

Tabelle 9: Prozentualer Anteil von Amplifikationen (Ampl.) und Deletionen (Delet.) bei malig-
nen Tumoren (Primar-Tu. und Rezidive). Betroffene Chromosomen (Chr.) sind
nach Haufigkeit aufgelistet.

Vergleich a. tendenzielle und b. sichere Sicht
a. b.

Chr.[|Ampl. |Chr.|Ampl. | |Chr.|Delet. |Chr.|Delet. Chr.|Ampl. |Chr.|Ampl. | |Chr.|Delet. |Chr.| Delet.

19q |73,1% | 16q |28,8%| | 4q [65,4%|22q|23,1%| | 8q [59,6% | 5p [19,2%| | 4q [50,0% |17p |13,5%

20q |73,1% [ 224 26,9%| | 13q |61,5% | 11q|21,2%| | 3q |55,8% | 10p |17,3% | |13q |48,1% | 17q |13,5%

19p |71,2% | 5p [26,9%| | 59 [53,8%|14q(21,2% 20q |50,0% | 109 |17,3%| | 59 |42,3% |10q|11,5%

8q |71,2%]15q|25,0%| [18q |51,9%]18p |21,2% 19q 148,1%| 9q [15,4%]| | 6q |42,3%|129(11,5%

3q [67,3%| 5q |23,1%|| 6g |50,0%]21q(21,2% 19p (46,2% | 15q|13,5%| | 18q |40,4% | 18p | 9,6%

1p |55,8% | 9q [23,1%]| | Xp [50,0%| 2q [19,2%| | 1q |44,29% | 7p [13,5%|| Xp |38,5% |22q| 9,6%

1q |53,8% |11p [19,2%| | 8p [48,1%]12q|19,2%| | 1p |42,29%| 8p [13,5%|| 9p |34,6%| 5p | 7,7%

2p [53,8% |17p [19,2%| | Xq [48,1%| 6p [13,5%| | 2q |40,4% |17p|11,5%|| 4p |32,7%| 7q | 5,8%

11q [50,0% | 7p |19,2%|| 4p [42,3%]| 7q |13,5%| |[11q [38,5% | 5q |11,5% || Xq [32,7% |10p | 5,8%

16p |50,0% | 8p |19,2%| | 9p |40,4%] 5p | 9,6% 2p 136,5% |13q| 9,6% || 8p |28,8% |20p | 5,8%

12q |48,1% | 14q |15,4% | | 11p |40,4%| 8q | 9,6% | |16p|32,7% |14q|9,6% ||16q [28,8% | 6p | 3,8%

2q [48,1% |13q[13,5% | |16q [40,4%| 1q | 7,7% 7q [30,8% |11p| 7,7% | |11p |23,1%| 8q | 3,8%

7q [42,3%|21q|13,5%](| 3p |38,5%|10p| 7,7% 12p (28,8%|18p| 7,7% || 99 |21,2% |11q| 3,8%

12p [40,4% | 6q |13,5%|| 99 [32,7%|12p|5,8% | |12q[28,8%| 4q | 7,7% ||15q [21,2% | 12p| 3,8%

17q [38,5% | 18p |11,5%| | 1p |30,8%|16p|5,8% 6p [28,8% | 6q | 7.7% || 7p [19,2%| 1q | 1,9%

20p [38,5% | 4q |11,5%| | 7p |30,8%|19q| 5,8% 3p [26,9% | 9p | 7.7% || 1p 17,3% | 2p | 1,9%

10q [36,5% | 9p |11,5% | |15q |[28,8%|20p|5,8% | |17q[25,0% |21q|5,8% || 3p |17,3% |16p | 1,9%

3p [36,5% |18q|5,8% | |17q [26,9%| 2p | 3,8% | |20p |25,0% |18q| 3,8% | |14q [15,4% |19q | 1,9%

6p [36,5% | 4p | 1,9% ||10q [25,0%]19p|3,8% | |16q [19,2%| 4p | 0,0% ||21q(15,4%| 3q | 0,0%

10p [28,8% | Xp*| 0,0% ||17p [23,1%| 3q | 1,9% | |22q[19,2% | Xp*| 0,0% || 2q |13,5% |19p| 0,0%

Xq*| 0,0% 20q | 0,0% Xqg*| 0,0% 20q | 0,0%

*. Amplifikationen bei X-Chromosomen wurden nicht erfalt, siehe dazu Seite 55
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Abb. 12: Vergleich der prozentualen Aberrationen bei a. tendenzieller und b. sicherer
Sichtweise fir die jeweiligen Chromosomenarme (p- und g-Arm in Folge); in
c.Aberrationen jeder Patientin bei tendenzieller Sicht (maligne Tu., R=Rezidiv)
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Abb. 13: Ubersicht tiber die Aberrationen (Amplifikationen und Deletionen) der Patien-

tinnen bei a. malignen, b. benignen und c. Borderline-Tumoren
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Tabelle 10: Angabe der Bereiche, die am haufigsten von Verdnderungen betroffen waren
(2 30%) sowie darin lokalisierte Gene. Eine Auflistung der Sub-Regionen, ermittelt
aus Abb. 14, erfolgte nach abnehmender Haufigkeit.
a. Amplifikationen und b. Deletionen

a.
Chr.-Arm Sub-Regionen lokalisierte Gene
8g23-gter c-myc: 8924,
8q (59,6%) 8qg21.2-qter MMP16, TPD52: 89g21; MYBL1: 8922
gesamt 8q CLYN: 8g11-g12; MOS: 89g11-9g12; LYN: 8ql13-qter;
3925-qter . .
% LAZ3; BCL-6; hTR
3a (558%) | 5013 2-gter 3 BCL:6;
20q (50%) gesamt E2F1, MMP24: 20gq11; SRC: 20gq13.1; AIB1, CAS: 20912-gq13.13
AlB4, ZNF217, ZNF218, PIC1-like, Cyp24, NABC1-5
19q (48,1%) gesamt E2A: 19p13; JUNB und JUND: 19p13.2;
19p (46,2%) gesamt BCL3: 19g13.1
1q (44,200) | 1921-031 ABL: 1024-25
1g gesamt
1pl: GST, VAV, CSFI, RHOC, RAPIA, GNATZ, GSTM2, GSTM4,
1p (42,3%) 1p32-pter GSTM5, NGFM; NRAS: 1p13; MYCL1: 1p32; JUN: 1p31-p32;
E2F2, MMP23A+B: 1p36; p73: 1p36.3
2q (40,4%) gesamt HER4, PMS1, INHA: 2g35; PAX3
11q (38,5%) 11g12-g22 HSTF1, PRAD1, EMS, FOLR1, VEGF, INT2, BCL1, CCND1:
' 11qg gesamt 11qg13; MMP-1,3,7,8,10,12,13 und 20: 11¢g22.3; ETS1: 11923.3
op (36,5%) | 2Pl4-pter MSH6: 2p16; MSH2: 2p21-p22: NMYC: 2p24.1
gesamt
16p (32,7%) gesamt CBP: 16p13; IL-4R, PRM1
MDH2: 7cen-g22; PMS2: 7922; MET, WNT2: 7931,
0
79(30.8%) | gesamt RAFB1: 7033-936
b.
Chr.-Arm Sub-Regionen lokalisierte Gene
4q (50%) 4q21-qter IL-2; CASP6; CENPE;
13q14-q22 RB: 13914,
0
13q (48,1%) gesamt BRCA2: 13q12-913;
5013-g23 APC, MCC: 5q21
5q (42,3%
a(423%) | Jesamt MSH3: 5q11-q13
6q (42,3%) 6021-923 ESR, HCGA, SOD2, TCP10,
' 6qgl14-qgter E2F3: 6g22; MYB, TPD53: 60g22-923
18q (40,4%) | L8al2-qter DCC: 18¢21; DPCA/SMADA4: 18q21.1; BCL2
gesamt
Xp (38,5%) - AMG, STS, DMD
9p (34,6%) 9p21-pter INK4A/MTS1/CDK41/CDKN2 (Protein:p16 ™**4): 9p21:
' gesamt ABL1: 9p34.1
4p (32,7%) 4p13-pter HOX7, PGM2
gesamt
Xq (32,7%) - MYBL2
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Abb. 14: Darstellung aller Aberrationen der 52 malignen Primar- und Rezidiv-Tumoren.
Balken auf der rechten Seite geben Uber-, die auf der linken Seite Unter-
reprasentationen an

Es wurden generell mehr Amplifikationen als Deletionen beobachtet (/£ 57% zu 43%
bei den malignen OvCa.). In zwdlf der insgesamt 52 malignen Félle waren mehr Dele-
tionen zu finden, wobei auch diese Gruppe einen heterogenen Charakter in Bezug auf
Subtyp, Grading und FIGO-Stadium zeigte und somit keine moglichen Korrelationen
ermittelt werden konnten. In einem Fall lag das Verhaltnis von Amplifikation zu Deletion
mit 3:14 extrem weit auseinander. Diese Patientin (Nr. 52) zeigte ein hdheres Alter (82
Jahre) als der Rest dieser Gruppe, mit einem Durchschnittsalter von 57,9 Jahren (48-71
Jahre). Ansonsten lagen die Differenz zwischen den Werten von Amplifikation und De-
letion zwischen eins und vier.

Auch in der Gruppe der benignen Tumoren fanden sich mehr Amplifikationen als Dele-
tionen (Gesamt-ANCA: 6,5 £7,3, Ampl.: 6,3 £6,8; Delet.: 0,3 +£0,5).

Das Tumor-Material einer Patientin zeigte in der CGH mit einer Anzahl von 17 Verénde-
rungen ungewohnlich viele Aberrationen, davon 16 Amplifikationen und eine Deletion.
Im Gegensatz dazu waren bei den Ubrigen drei Patientinnen weniger Aberrationen in

der DNA zu finden: in einem Fall keine, in den anderen beiden jeweils vier, bzw. finf
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Amplifikationen, aber keine Deletionen (Abb. 13, S. 64). Unter Ausschlul? der Patientin
Nr. 5, ergab sich ein ANCA-Wert bei den benignen Patientinnen von 3,0 +2,5.

Die CGH-Untersuchung bei den Borderline-Tumoren ergab folgendes Bild: viermal kei-
ne Veranderungen, in keinem Fall Verlust von DNA-Material, aber einmal eine, einmal
zwei, sowie zweimal drei Zugewinne (Gesamt-ANCA: 1,1 £1,4; Ampl.: 1,1 £1,4; Del.: 0).
In den Diagrammen auf Seite 64 (Abb. 13) sind die Aberrationen der einzelnen Patien-

tinnen dieser kleinen Gruppen graphisch dargestellt.
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4.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die FISH-Analyse ermdglicht es, bestehende CGH-Daten zu Uberprifen und sie durch
genauere Kartierung auffélliger Bereiche zu vervollstdndigen. Zudem gibt sie Auskunft
Uber den Ploidie-Grad und erlaubt auch Rickschliisse tber eine mogliche Heterogenitat
des Tumormaterials, welche in der CGH nicht erkannt wird.

Da bei den Tumorpréaparaten eine Unterscheidung zwischen Kernen aus Tumor- und
denen aus Normal-Gewebe nicht immer eindeutig getroffen werden konnte, kdnnen evtl.

auch Signale von Normalkernen mit in die Auswertung eingegangen sein.

Aus dem Patientinnenkollektiv der CGH-Untersuchung wurden zehn Félle (acht maligne
Ovarialkarzinome, davon vier Primdre und vier Rezidive sowie zwei Borderline-
Tumoren) ausgewahlt, um an ihnen die CGH-Ergebnisse mittels FISH zu verifizieren
(Patientinnen Nr.: 14, 15, 18, 20, 22, 23, 24, 27, 28, 29).

Es wurden funf Chromosomen mit insgesamt 19 verschiedenen FISH-Proben genauer
analysiert:

Chromosom 3: 3p, 3p21, 3913, 3923, 3926;

Chromosom 6: 6p, 6p21, 6-Alpha-Satellit, 6922.32, 6923.2, 6g23.3, 6025.2;
Chromosom 8:  8p, 8-Alpha-Satellit, 8921.3, 8924;

Chromosom 12: 12-Alpha-Satellit;

Chromosom 18: 18-Alpha-Satellit, 18921.2;

Das ergab bei den zehn Patientinnen insgesamt 139 untersuchte Loci (siehe Tabelle 11
und 12, S. 71 und S. 78).

Die Qualitat der durch die ‘touch-Methode’ gewonnenen Zellkern-Praparate liel3 in der
Mehrzahl der Tumorfélle eine Auswertung der FISH-Hybridisierungssignale zu. Da sich
nach dem touchen des Normalgewebes kaum Kerne auf den OT wiederfanden, wurde
nur in wenigen Fallen Normalmaterial zur Kontrolle untersucht.

Kontrolluntersuchungen auf den Normalgewebe-Praparaten und auf Metaphasen-OT mit
den verwendeten FISH-Proben ergab eine minimale und maximale Anzahl von n=1,81
und n=2,20 Signalen pro Zellkern, gemittelt aus mindestens 100 ausgezahlten Kernen.
Dieses waren die Grenzwerte fur einen diploiden Karyotyp. Mehr Signale wurden als
potentiell polyploider, weniger als potentiell monosomer Karyotyp gewertet. Bei der

Untersuchung wurden nur vier Kategorien (1 bis 3 4 Signale) erfal3t und bewertet, da bei
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zu vielen Signalen keine genaue Z&hlung durchgefuhrt werden konnte. Vier oder mehr
Signale gingen daher nur als vier Signale in die Berechnung ein, so dal3 der exakte
Ploidiegrad nicht ermittelt wurde.

Die wenigen Kerne ohne Fluoreszenz-Signale (bei den Kontrollen wie auch bei den Tu-
mor-Praparaten) wurden als Artefakte angesehen und daher nicht mit in die Auszahlung
einbezogen.

Auf den Normalpraparaten wurde zunéchst noch die Qualitat und auf den Metaphase-
Chromosomen die Lokalisation der FISH-Proben untersucht (Abb. 15-1, S. 70). Dieses
war besonders fur die mikrodissektierten Proben nétig, um vor allem die Auswertbarkeit
der erhaltenen Signale abschatzen zu konnen. Bisher fehlen noch Angaben tber mikro-
dissektierte FISH-Sonden in der Literatur. Daher wurden in dieser Arbeit vergleichend
groRere (gesamter Chromosomenarm von 3p, 6p, 8p), als auch kleinere mikrodissek-
tierte FISH-Proben (3p21, 6p21) eingesetzt. Bei den groReren Sonden war bei der
Auszahlung besondere Aufmerksamkeit geboten, da im Zellkern grol3e, teilweise Uber-
lappende Fluoreszenz-Signale zu erkennen waren. Es wurden nur Kerne berucksichtigt,
deren Signale von der Intensitat und Grol3e her gleich waren. Bei den kleineren Proben
wurde in den Voruntersuchungen noch ein Mindestabstand eruiert, bei dem zwei re-
beneinanderliegende Signale auch als zwei getrennte gezahlt werden konnten. Wurde
dieser Minimalabstand unterschritten, wurden die beiden fluoreszierenden Punkte als

ein Signal gewertet.

In 91 von 139 untersuchten Loci (65,5%) waren die FISH-Untersuchungen im Einklang
mit den CGH-Ergebnissen. Unterschiede fanden sich bei acht der zehn Patientinnen
(Patientinnen Nr. 14, 15, 18, 22, 24, 27, 28 und 29), wobei die FISH-Analyse bei vier
dieser acht Personen (siehe Tab. 11, S. 71) einen aneuploiden Karyotyp ermittelte. Von
den insgesamt 48 diskrepanten Ergebnissen resultierten 40 aus diesem aneuploiden
Patientinnenkreis. Ein Beispiel fur eine FISH bei einer aneuploiden Patientin ist in Abb.
15-2 (Pat. 22, Proben: HG2 und 18-Zentromer; S. 70) wiedergegeben.

Eine mdgliche Heterogenitat des Tumormaterials, erkennbar an Kernarealen mit unter-
schiedlicher Signalanzahl gleicher FISH-Proben, wurde in den ausgezahlten Praparaten
nicht beobachtet. Das zur Verfligung stehende Tumormaterial war teilweise sehr klein,

so dal} die ‘touch-Praparate’ nur einen kleinen Ausschnitt aus dem Tumorgewebe re-
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d.

prasentierten. Eine Aussage Uber eine klonale Heterogenitat des Tumors konnte daher

nicht getroffen werden.

Abb. 15-1: Kontroll-FISH : a. Gesamt 3p-Probe auf Interphase-Kernen und einer
Metaphase; b. Lokalisation der gesamt 6p-Probe (g) und der 6p21-
Probe (r); c. im oberen Bild: Yacl (g), darunter Yac 2 und Yac 3 (g/r)
auf Chr. 3; d. FISH-Proben HG3 (6-Zentromer und 6g23.3: r/g) und
darunter HG 4 (6-Zentromer und 6g25.2: r/g)

b.

Abb. 15-2: a. Zwei-Farben-FISH mit der Probe HG 2 (6 Zentr. rot, 6g23.2, grtin) und
b. FISH mit der 18-Alpha-Satelliten-Sonde (Patientin Nr. 22: Aneuploid)
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Tabelle 11: Vergleich der Ubereinstimmung von CGH- und FISH-Ergebnissen

Patientin Nr. Art des Tumors Anzahl der untgr- CGH = FISH CGH* FISH
suchten Loci

14 Rezidiv 13 12 1

15 Borderline-Tu. 13 9 4
18° Primar 13 5 8*
20 Rezidiv 13 13

22° Rezidiv 15 4 11*
23 Borderline-Tu. 11 11

24 Rezidiv 14 13 1
27° Primar 16 3 13*
28 Primar 15 13 2
29° Primar 16 8 8*
total: 10 139 91 48 (40%)

Legende: Art des Tumors: maligne Primartumoren und maligne Rezidive; Tu.: Tumor;
P aneuploide Patientinnen, *: diskrepante Ergebnisse aufgrund von Aneuploidien;

Die acht Félle, in denen die FISH-Untersuchung ein anderes Ergebnis erbrachte als die

CGH-Analyse, betrafen folgenden Patientinnen und Chromosomen:

Patientin Nr. 14: Chromosom 8q: Die c-myc-Probe liel3 auf einen diploiden Karyotyp

schlie3en, wahrend sich diese Region in der CGH als amplifiziert darstellte.

Patientin Nr. 15, Chromosom 6q: Die Signalauszahlung von Probe HG3 (6g23.3) lag
mit n=2,25 Signalen knapp Uber der Schwelle fiir einen diploiden Karyotyp, der von

der CGH und auch mit den anderen Chromosom 6-Proben ermittelt wurde.

Patientin Nr. 15, Chromosom 8: Die CGH zeigte eine leichte Amplifikation des ge-
samten 8er-Chromosoms, wahrend die FISH-Untersuchung mit drei verschiedenen
chromosomalen Proben (gesamt 8p, 8-Zentromer und 8g24) auf einen nor-malen di-

ploiden Karyotyp hinwies.

Patientin Nr. 24, Chromosom 8: Das CGH-Profil im Bereich 8p zeigte eine eindeuti-
ge Tendenz in Richtung unterer Schwelle, ohne allerdings diese Grenze zu unter-
schreiten (Abb.18-1 a. und b., S. 77). Demgegentber ergab die FISH eine durch-
schnittliche Signalanzahl von n=1,65, Zeichen fir einen partiellen Verlust der betroffe-

nen Region. Die 8-Alpha-Satelliten-Sonde entsprach dagegen mit n=2,15 Signalen
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dem Ergebnis der CGH, deren Profil genau in diesem Bereich die untere Grenze in

Richtung oberer Grenze passierte.

Patientin Nr. 28, Chromosom 6: Das Ratio-Profil verlief im p-Arm nur zu Beginn vom
Zentromer aus in Richtung p-Telomer bis 6p21.1 links der unteren Grenze und dann
genau in Hohe dieser Schwelle bis in die Mitte der 6p21-Bande. Die zugehorige
6p21-FISH-Sonde zeigte einen Verlust (n=1,75) dieser Region an (Karyogramm sie-
he Abb. 17b, S. 74 und Abb. 18-2b, S. 77).

Patientin Nr. 28, Chromosom 18: Auch hier orientierte sich das CGH-Mittelprofil un-
gefahr ab Position 18g11.2 uber das Zentromer hinweg bis an das distale Ende des
p-Arms auf die linke Seite von der Grundlinie. Erst im Telomerbereich wurde die
Grenzschwelle passiert, verdeutlicht durch den nebenstehenden Balken. Die FISH-
Analyse mit der 18-Alpha-Satelliten-Probe deutete allerdings auf eine partielle Mo-

nosomie (n=1,49) dieser Region.

Die zugehorigen CGH-Ratio-Profile dieser Patintinnen sind in Abbildung 16 und 17 (S.
73/74) dargestellt.

Die verwendeten Alpha-Satelliten-(Zentromer-) Proben dienten in erster Linie der Poly-
ploidie-Bestimmung. Aufgrund tandemartiger Anordnung dieser Sequenzen in unter-
schiedlicher Lange kénnen FISH-Studien im Vergleich mit CGH-Studien zu wider-
sprichlichen Ergebnissen fuhren (Harrison und Ross, 1998), wie im Diskussionsteil
noch naher erlautert wird. In den vorliegenden Experimenten stimmten die mit diesen
Sonden ermittelten Daten (insgesamt 40 Félle) bis auf zwei Ausnahmen (Fall Nr. 23 und

123) mit denen der CGH Uberein.

Fur eine Abschatzung der Genauigkeit der CGH wurden aufeinanderfolgende FISH-
Sonden fur eine Kartierung der gefundenen chromosomalen Amplifikation und Deletion
ausgewahlt. Es wurden Chromosomen 3q und 6qg mit drei, bzw. vier konsekutiven Pro-
ben (Yac 1-3, HG 1-4) analysiert. Bei einer Anderung des Ratio-Profils in diesen Berei-
chen wurde eine mdgliche Korrelation der Amplituden-Hohe mit der Anzahl der gefun-
denen Hybridisierungssignale untersucht, sowie eine Uberpriifung der mittels CGH ge-

fundenen Aberrationen und deren Grenzen durchgefihrt.
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In allen Experimenten wurden die von der CGH gefundenen aberranten Bereiche in 3q
durch die Yac-Sonden und in der Mehrzahl der Falle auch die Aberrationen von 6q durch
die HG-Sonden bestatigt. Ein Beispiel fiir eine Ubereinstimmung ist in Abbildung 18-2
(S. 77) dargestellt: eine Zwei-Farben-FISH mit den Proben Yac 2 und Yac 3 (3923, bzw.
3g13) ergab bei Patientin Nr. 28 n=2,62 und n=1,94 Signale. Damit liegt der Bruchpunkt
in dem Bereich zwischen diesen Sonden, wie in der CGH (Profil in Abb. 18-2 d., S. 77)

angezeigt.

Es konnte in diesen vergleichenden Untersuchungen in den meisten Féllen keine ein-
deutige Korrelation zwischen der Hohe der Ratio-Amplitude und der Anzahl der Signale
gefunden werden. Ein Beispiel fur eine ganzlich fehlende Ubereinstimmung war bei Pa-
tientin Nr. 22 zu finden: das Summen-Profil (Abb. 6, S. 52) zeigte im 3g-Arm zwei auffal-
lige Uberreprasentationen, mit den zwei maximalen Amplituden in den Bereichen
3013.2-3913.3 und 3g25-3926.1 und dem dazwischen liegenden Minimum bei 3g23.
Die korrespondierenden FISH-Sonden (Yacl: 3926, Yac2: 3923, und Yac3: 3q13) er-
gaben aber folgende Werte: Yac3: n=3,66, Yac2: n=3,78 und fur Yacl: n=2,53 (Tab.12,
S. 78). Die meisten Signale wurden bei 3923 gezahlt, also in dem eigentlichen ‘Tal
zwischen den beiden Kurven-Maxima.

Ein Grund daftr ist sicherlich die Tatsache, dal3 auch mehr als vier Signale nur als ‘vier’
gezahlt wurden und in die Berechnung des Mittelwertes eingingen. Bei zuvielen Signa-
len in einem Kern wurde das Auszahlen erschwert, daher lag die obere gezéhlte Grenze
bei vier Signalen. Der genaue Ploidie-Grad wurde nicht bestimmt. Wie andere Untersu-
chungen ergaben, sind die Fluoreszenz-Intensitaten nur bis zu einem Verhaltnis der bei-
den Haptene von 4:1 noch linear (du Manoir et al., 1993). Somit kdnnen bei einer Viel-

zahl der Ratio-Kurven keine Aussagen Uber den Amplifikationsgrad gemacht werden.

Die schon angesprochenen Tendenzen der CGH-Profile, in Form von deutlicher Anna-
herung an oder ein Verlauf entlang der Grenzlinie brachte in den FISH-Experimenten
verschiedene Ergebnisse: in einem Fall wurde ein Ratio-Mittelprofil entlang der oberen
Grenze noch mit n=2,05 Signalen erfal3t (Pat. Nr. 28, Karyogramm in Abb. 17b., S. 74),
in anderen Fallen, allerdings nur bei den aneuploiden Patientinnen, wurden die Tenden-
zen durch das FISH-Ergebnis bestétigt. Eine Bewegung der CGH-Profile in Richtung

Unterreprasentation wurden von der FISH in zwei Fallen noch als diploid erkannt (Fall
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Nr. 27 und 119), in drei anderen untersuchten Loci (Fall Nr. 87, 113 und 123) wurde ein
Verlust dieser Region durch die FISH deutlich.

In einer Untersuchung (Pat. Nr. 14, Probe 6p) verlief das Fluoreszenz-Profil nur im obe-
ren Teil des 6p-Armes links von der unteren Schwelle und kehrte dann zu der Grundlinie
zurlck (Karyogramm in Abb. 16a, S. 73). Die korrespondierende FISH ermittelte einen
normalen Karyotyp fur den p-Arm von Chromosom 6.

In der Tabelle 12 auf Seite 78 sind alle Ergebnisse der FISH-Analysen mit einem Ver-

gleich zu den CGH-Daten aufgelistet.
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a. b.
c- d. B
Abb. 18-1: a. Patientin Nr. 24: FISH mit Proben 8p/8qg24 (g/r) und b. dem dazuge-
horigen CGH-Ratio-Profil; c. Patientin Nr. 27 (aneuploid): Dual-

Farben FISH mit den Proben 6 Zentromer und 6g23.3 (HG3: 1/g)
und d. dem Ratio-Profil der CGH

a- b-
- I I II
C. d. 3

Abb. 18-2: Patientin Nr. 28: Zwei-Farben FISH mit folgenden Proben: a. 3p21/
Yac 3 (r/g: 1:2); b. Yac 2/ Yac3 (r/g: 3:2) und c. 6 Zentr. und 6g23.3
(HG3: r/g: 1:1); d. Ratio-Profil der CGH von Chromosom 3 und 6
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Tabelle 12: Gesamtibersicht aller durchgefiihrten FISH-Analysen mit den zugehdrigen

CGH-Ergebnissen und ein Vergleich dieser Daten

Patientin FISH- durchschnittlich Vergleich
Nr. Fall Nr. Chromosom Probe gezahlte Signale n= CCH FISH -
CGH
14 1 3p p21 1.94 v =
2 3q Yac 1 3.32 + =
3 Yac 2 3.67 + =
4 Yac 3 3.13 + =
> 6p P 1.96 - B)
6 6C Sat. 2.16 4 =
7 64 HG 3 1.32 - =
8 HG 4 1.34 - =
9 8p p 1.30 v =
10 8c Sat. 2.06 4 =
11 89 q24 2.13 + <
12 12c Sat. 2.14 v -
13 18c Sat. 1.95 v =
15 14 3p p 2.07 v =
15 3q Yac 1 1.97 4 =
16 Yac 2 2.11 v =
17 Yac 3 2.12 v =
18 6p p21 2.04 () =
19 6¢C Sat. 2.04 4 =
20 6q HG 1 2.02 v =
21 HG 3 2.25 4 >
22 8p p 1.85 + <
23 8c Sat. 1.98 + <
24 8q gq24 2.04 + <
25 12c Sat. 2.03 v =
26 18c Sat. 1.97 v -
18* 27 3p p 2.15 v () =
28 39 Yac 1 3.44 + =
29 Yac 2 3.68 + =
30 Yac 3 3.54 + =
31 6p p21 3.21 v (+) >
32 6C Sat. 3.20 v >
33 6q HG 1 3.63 v >
34 HG 2 2.86 v >
35 8p p 2.33 v >
36 8c Sat. 2.63 4 >
37 8q gq24 3.04 + =
38 12c Sat. 3.15 4 >
39 18c Sat. 3.04 4 >
20 40 3p p21 2.07 v —
41 3q Yacl 2.88 + =
42 Yac 2 2.17 v =
43 Yac 3 2.06 v =
44 6p p21 2.21 v B
45 6¢C Sat. 2.18 v =
46 6q HG 1 2.19 v =
47 HG 3 2.12 v =
48 8p p 1.93 v =
49 8c Sat. 2.00 v =
50 8q gq24 2.39 + =
51 12c Sat. 2.10 v =
52 18c Sat. 2.12 v =
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Patientin Chromosom FISH- durchschnittlich Vergleich
Nr. Fall Nr. Nr. Probe gezahlte Signale n= CGH FISH/
CGH
22* 53 3p p21 3.28 + =
54 3q Yac 1 2.81 + =
55 Yac 2 3.54 + =
56 Yac 3 3.68 + =
57 6p p 2.60 v >
58 6¢C Sat. 3.68 v >
59 6q HG 1 1.91 - >
60 HG 2 2.18 - >
61 HG 3 2.12 - >
62 HG 4 2.11 - >
63 8p p 1.92 - >
64 8c Sat. 3.69 v >
65 89 g24 3.32 v (+) >
66 12c Sat. 2.91 v >
67 18c Sat. 2.76 v >
23 68 3p p21 1.98 v =
69 3q Yac 1 2.08 v =
70 6p p21 1.96 v =
71 6c Sat. 2.00 v =
72 6q HG 1 1.99 v =
73 HG 2 2.01 v =
74 8p p 1.88 v =
75 8c Sat. 1.92 v =
76 8q q21.3 2.11 v =
77 12c Sat. 2.07 v =
78 18c Sat. 2.05 v =
24 79 3p p21 2.14 v =
80 3q Yac 1 2.97 + =
81 Yac 2 2.20 v =
82 Yac 3 2.10 v =
83 6p p21 2.09 v =
84 6C Sat. 2.10 v =
85 6q HG 1 2.08 v =
86 HG 4 2.01 v =
87 8p p 1.65 v (-) <
88 8c Sat. 2.15 v (+) =
89 8q q21.3 3.72 +
90 8q q24 2.60 + =
91 12¢ Sat. 2.11 v =
92 18c Sat. 2.10 v =
27* 93 3p p21 3.29 v >
94 39 Yac 1 2.75 v >
95 Yac 2 3.63 v >
96 Yac 3 2.53 v >
97 6p p21 3.09 v (+) >
98 6¢C Sat. 3.06 v >
99 6q HG 1 2.05 >
100 HG 2 2.06 >
101 HG 3 2.04 - >
102 HG 4 2.03 - >
103 8p p 1.96 - >
104 8c Sat. 3.83 + =
105 8q q24 3.69 +
106 12c Sat. 2.04 - >
107 18c Sat. 2.88 v >
108 18q q21.3 1.18 =
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Patientin Chromosom FISH- durchschnittlich Vergleich
Nr. Fall Nr. Nr. Probe gezahlte Signale n= CGH FISH/

CGH
28 109 3p p21 1.72 - =
110 3q Yac 1l 2.23 + =
111 Yac 2 2.62 + =
112 Yac 3 1.94 v =
113 6p p21 1.75 v (9) <
114 6¢C Sat. 1.55 - =
115 6q HG 1 1.55 -
116 HG 2 1.59 - =
117 HG 3 1.55 - =
118 HG 4 1.84 v =
119 8p p 1.92 v () =
120 8c Sat. 2.05 v (+) =
121 8q q24 3.01 +
122 12c Sat. 2.17 v =
123 18c Sat. 1.49 v (-) <
20* 124 3p p 3.74 + =
125 3q Yac 1l 2.53 + =
126 Yac 2 3.78 + =
127 Yac 3 3.66 + =
128 6p p21 2.72 + =
129 6¢C Sat. 3.81 + =
130 6q HG 1 2.91 v >
131 HG 2 3.00 v >
132 HG 3 2.47 v >
133 HG 4 2.85 v >
134 8p p 2.06 - >
135 8c Sat. 3.22 + =
136 8¢ q24 3.48 + =
137 12c Sat. 2.82 v >
138 18c Sat. 3.19 v >
139 18q q21.3 2.84 v >

Symbole: v:CGH ermittelte einen diploiden (normalen) Karyotyp; (+): Ratio-Profil-Tendenzen in Richtung Am-
plifikation oder (-): Deletion; =: FISH in Ubereinstimmung mit CGH-Ergebnis; >: FISH ergab einen
héheren oder < geringeren Ploidiegrad als die CGH; (=): zweigeteiltes CGH-Ergebnis, FISH in
einem Teil in Ubereinstimmung; *: aneuploide Patientin;
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5. Diskussion

Die CGH bietet im Vergleich zu den konventionellen molekulargenetischen Methoden
die Moglichkeit, ohne vorherige Kenntnisse in einem einzigen Hybridisierungs-
Experiment chromosomale Aberrationen im Gesamtgenom zu detektieren und auch zu
lokalisieren. Trotz einiger Limitationen (geringe Sensitivitat, keine Erfassung von balan-
cierten Chromosomen-Rearrangements und des Ploidie-Grades) ist die CGH bei der
Analyse solider Tumoren von Bedeutung, da diese Tumoren selten kultivierbar sind und
kaum brauchbare oder einfach zu karyotypisierende Metaphase-Préparationen liefern.
Zudem kann es wahrend der Zellkultivierung zu weiteren Veranderungen kommen, so
dafd nicht mehr der Ursprungsklon reprasentiert wird. Daher kann gerade mit Hilfe der
CGH, unter Umgehung der Zellkultur und zudem mit nur geringen Mengen an DNA, ein
erster Einblick tber Genomalterationen gewonnen werden.

Die CGH gibt meistens Hinweise auf mogliche Tumorsuppressorgene in haufig dele-
tierten Bereichen oder auf mutmalfliche Proto-Onkogene in bestimmten, auffallig oft
amplifizierten Regionen, wenn man die erhaltenen Daten unter Bericksichtigung des

Ploidie-Grades richtig deutet.

Neues Wissen Uber tumor-spezifische Alterationen kann bei der Diagnose, Prognose,
und der Therapie der Krebserkrankung hilfreich sein und zum Verstandnis der

Tumorinitiation und deren Progression beitragen.

5.1. Unzulanglichkeiten der CGH und der FISH

Zu den Limitationen der CGH zahlt zum einen die geringe Sensitivitat. Erfal3t werden nur
relative Veranderungen der Kopienzahl zueinander, aber keine Gewinne oder Verluste
ganzer Chromosomensatze, z. B. Tri- oder Tetraploidien, oder Polysomien der Mehrzahl
der Chromosomen. Genauso wenig werden strukturelle Veranderungen, wie z. B. ba-
lancierte Translokationen, Insertionen oder Inversionen detektiert (Kallioniemi et al.,
1994).

Die untere Auflésungsgrenze liegt bei 5-10 Mb (Cher et al., 1994; Bentz et al., 1995 und
1998), da auch die Spreitung der Chromosomen einen limitierenden Faktor darstellt.
Eine Uberreprasentation bestimmter Gene oder chromosomaler Abschnitte kommt oft-

mals in Form von sogenannten Amplicons (Amplifikationseinheiten) vor. Diese zeigen
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sich als ‘homogeneous staining regions’ (hsr) in den Chromosomen oder in Form von
kleinen extrachromosomalen Strukturen, den sogenannten double minutes (dmins;
Lengauer et al., 1998). In einer Studie von McGill et al. (1993) wurden in Zellkulturen
(mindestens 6-24 Stunden Kulturzeit) von OvCa.-Material in 88% der Falle dmins gefun-
den.

Da die CGH nur Vervielfaltigungen von DNA-Bereichen erfal3t, welche eine Grél3e von
mehr als 5 Mb besitzen, und kleinere Bereiche, einschlie3lich einer Gro3e von 2 Mb nur
erkennt, wenn sie mindestens 5-10fach amplifiziert vorliegen (Kallioniemi et al., 1992
und 1994; Bentz et al., 1998; Kirchhoff et al., 1999) und die Metaphase-Chromosomen
optimal gestreckt sind, kdnnen einige kleinere tberzahlige Bereiche, wie z. B. dmins,
von der CGH evtl. nicht erfal3t werden.

In den am haufigsten von Amplifikationen betroffenen Regionen vermutet man potenti-
elle Proto-Onkogene. Daher sind genauere Untersuchungen lber mogliche weitere
Amplicons unabhangig von der CGH anzuraten.

Die gleichen Limitationen gelten fir Deletionen. Verluste kleinerer Bereiche werden von
der CGH ebenfalls nicht detektiert. Chromosomale Imbalancen werden zudem nur er-
fal3t, wenn sie in dem zu untersuchenden Material mehrfach vorkommen. In dem CGH-
Profil wird nur der Klon eines Tumors oder die Verdnderungen dargestellt, die mit einem
Anteil von mehr als 35% im Tumormaterial vorliegen. Eine mogliche klonale Heteroge-
nitat des Tumors wird dagegen nicht erkannt (Schrock et al., 1994; Joos et al., 1995).
Desweiteren kdnnen sich Aberrationen verschiedener Klone eines Tumors in der CGH
evtl. gegenseitig aufheben. Genauso kann bei einer DNA-Praparation von Tumormate-
rial DNA aus benachbartem Normalgewebe oder infiltrierten Immunzellen mit isoliert
werden und dadurch die Aussage der CGH verfalschen (Schrock et al., 1994).
Methodische Artefakte betreffen vor allem die heterochromatischen Regionen (Kallio-
niemi et al., 1994; Joos et al., 1995; Mohapatra et al., 1997; Nielsen et al., 1997; So-
noda et al., 1997; Nacheva et al., 1998). Eine ungentigende Absattigung mit Cot-1 DNA
fihrt in der CGH zu Ratio-Profilen mit starken Ausschlagen, die meist Amplifikationen
vortauschen. Ebenso davon betroffen sind die Telomer-Bereiche, die zudem in einigen
Fallen eine graduelle Abnahme der Fluoreszenz-Intensitaten in Richtung der Chromo-
somenenden zeigen kénnen. Dann besteht die Gefahr, die Chromosomen-Enden bei
der Festlegung der Grenzen fir die Karyotypisierung nicht vollstandig zu beriicksichtigen

(Bentz et al., 1998).
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Die Genauigkeit der von der CGH gefundenen Grenzen der aberranten Regionen ist
aufgrund variabler Chromosomenlé&ngen in den verschiedenen Metaphasen nicht hun-
dertprozentig (Bentz et al., 1998) und wird zudem noch durch die Uber die betroffene

Region hinausstrahlenden Fluoreszenz-Signale beeinfluf3t.

Bei der FISH kdnnen Zentromer-Proben im Vergleich mit Ergebnissen der CGH zu wi-
derspruchlichen Aussagen fuhren. Die in diesen Regionen zu findenden tandemartigen
Repetitionen sich wiederholender Sequenzen kénnen schon von den Eltern her eine
unterschiedliche Lange aufweisen. Unterschreiten diese Abfolgen eine kritische Lange,
fallen die Signale der gebundenen FISH-Proben unter die Grenze der Detektierbarkeit.
Das Ergebnis wirde auf eine Monosomie dieses Bereiches hindeuten (Harrison und
Ross, 1998). Eine gleichzeitige Verwendung einer weiteren Probe mit unterschiedlicher
Lokalisation umgeht das Problem. Bei der Durchfiihrung der FISH-Experimente im
Rahmen dieser Studie wurden in der Mehrzahl der Untersuchungen bei der Verwendung
von Zentromer-Proben (Ausnahme Chromosom 12) weitere distal gelegene Sonden
unterschiedlicher Markierung eingesetzt.

Eine weitere Fehlerquelle kénnen zu groRe FISH-Sonden darstellen, wie z. B. die ein-
gesetzten Proben 3p, 6p und 8p. Wenn diese Marker einen Bruchpunkt tiberspannen, in
dem Material verloren ging, geben sie durch ihre Bindung an den noch vorhandenen Teil
ein Hybridisierungssignal und taduschen einen normalen Karyotyp vor. Ist allerdings die-
ser noch zur Verfugung stehende chromosomale Abschnitt zu klein, werden die FISH-
Proben bei stringenten Waschbedingungen entfernt und geben kein Signal. Diese Un-
genauigkeiten ergeben sich auch im Fall von Amplifikationen. Es sollten daher die Er-
gebnisse der groRen Proben mit kleineren Sonden wiederholt werden, um eine genaue-

re Bruchpunktanalyse zu ermdglichen. Diese Arbeit steht noch aus.

5.2. Genomische Veranderungen beim Ovarialkarzinom

Das Ergebnis dieser Studie zeigt beim OvCa. in der Mehrzahl einen komplexen Karyo-
typ. Numerische Alterationen, chromosomale Instabilitat und allelische Verluste sind
haufig beim OvCa. zu finden (Orth et al., 1994). Am meisten betroffen ist Chromosom
17, sowohl in geringgradigen, wie auch in hochgradigen Tumoren, mit einer LOH-Rate
von 50% - 90% in den untersuchten Féllen (Eccles et al., 1990; Lee et al., 1990; Russell

et al., 1990; Narod et al., 1991; Jacobs et al., 1992; Pieretti et al., 1995 a, b; Papp et al.,



DISKUSSION 84

1996; Wertheim et al., 1996). Eine Deletion von 17921 mit dem BRCA1-Gen ist am
haufigsten bei familiaren Formen von OvCa. zu beobachten (Narod et al., 1991), wah-
rend in sporadischen, aber auch in familiaren Formen 17p, einschliel3lich des p53-Gens
(17p13.1) und distale Regionen am starksten betroffen sind (Godwin et al., 1994).

Ein Verlust des gesamten Chromosom 17 ist oftmals ein frilhes Ereignis bei der Ent-
wicklung des OvCa. (Tavassoli et al., 1993). Dieses laf3t die Vermutung zu, dal’ neben
den eben beschriebenen noch weitere Gene auf diesem Chromosom von Bedeutung
sind.

Andere, vielfach aberrante Chromosomen sind in verschiedenen Untersuchungen, bei
Karyotypisierungen, LOH-Analysen und CGH aufgefallen und kénnen relevante Gene
beherbergen: 3p (Ehlen und Dubeau, 1990; Rimessi et al., 1994), Chromosom 6 (Lee
et al., 1990; Foulkes et al., 1993a; Orphanos et al., 1995; Cooke et al., 1996; Saito et
al., 1996), Chromosom 7 (Kerr et al., 1996), Chromosom 9 (Schultz et al., 1995; Devlin
et al., 1996), Chromosom 11 (Lee et al., 1990; Eccles et al., 1992a; Viel et al., 1992;
Foulkes et al., 1993c; Kiechle-Schwarz et al., 1993; Rimessi et al., 1994; Gabra et al.,
1995; Dauvis et al., 1996; Lu et al., 1997), Chromosom 13 (einschlief3lich Mutationen von
BRCAZ2, aber ohne Beteiligung vom RB-Gen; Yang-Feng et al., 1992; Kim et al., 1994),
18q (einschliel3lich eines Locus unabhangig von DCC; Chenevix-Trench et al., 1992;
Arnold et al., 1996), Chromosom 19 (Kiechle-Schwarz et al., 1994), 22q (Bryan et al.,
1996) und Xp (Yang-Feng et al., 1992).

Eine Liste von vielfach betroffenen chromosomalen Regionen mit involvierten bekannten

Genen ist in Tabelle 13 aufgefihrt.
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Tabelle 13: Chromosomen, die beim Ovarialkarzinom haufig von Veranderungen betroffen
sind und einige Gene dieser Regionen

Chromo- beim OvCa. auffallige Chr. und Chr.-Bereichen, darin lokalisierte vermut-
som lich relevante Gene und tw. deren Expressionsmuster und Modifikationen
1p " Verlust von Chr. 1 in Kurzzeit-Kultur (Kiechle-Schwarz et al., 1995)

Bruchpunkt in 1p1, mgl. assoziierte Gene: GST, VAV, RHOC, RAPIA,
NRAS, GNATZ, GSTM2, GSTM4, GSTM5, NGFM , P73, PITSLRE
(Taetle et al., 1999a)

1p12: NRAS: zu 44 % amplifiziert (Bian et al., 1995)

1p31: NOEY2 (ARHI): LOH bei 41%, TSG mit maternalem imprinting (Yu
et al., 1999)

Verlust von 1p36, sowie ein Translokationsbruchpunkt bei 1p36:
t(1;17)(p36;?) (Thompson et al., 1997)

1q " amplifiziert in Kurzzeitkulturen (Thompson et al., 1994b)

2q " 2024-932: amplifiziert bei familiarem OvCa., dagegen bei sporadischer
Form unauffallig (Tapper et al., 1998)

3p " Bruchpunkt in 3pl, mgl. assoziierte Gene: FHIT, TRX PTPRG, ETK1,

GPRI5, POUIF1 (Taetle et al., 1999a)

3p21: CTNNB1 beim endom. OvCa. mutiert, fihrt zu einer erhéhten Ex-
pression (Palacios und Gamallo, 1998)

3p24-p24.2 und 3p21.1-p21.2: Transformationsexperimente in Zellinien:
mdogliche TSG (Rimessi et al., 1994)

3q " 30926: EVI-1: amplifiziert und Uberexprimiert (Brooks et al., 1996)

" 30926: PIK3CA: amplifiziert und Uberexprimiert (Shayesteh et al., 1999)
3026: amplifiziert, evtl. hTR betroffen (Sugita et al., 2000)

4q " 4916 amplifiziert (Guan et al., 1995)

5p " 5pl3: DOC2: Unterexprimiert, vermutliches TSG, Teil des spater identifi-
zierten Dab2 (Mok et al., 1998)

5p13: Dab2: Inaktivierung ein friiher Prozel3 beim OvCa. (Fazili et al., 1999)
6p " LOH: mgl. TSG auf 6p (Foulkes et al., 1993a)

6q " héaufiger LOH beim OvCa. (Lee et al., 1990)

" LOH (6g24-gter); ESR (Foulkes et al., 1993a)

6q14-g21: SEN6A: Seneszenz-Gen ? (Sandhu et al., 1996)

6023.3: LOH, mgl. TSG (Shridhar et al., 1999)

60925: LOH bei 38%: LOT1 (Zink-Finger-Gen) mgl. TSG
(Abdollahi et al., 1997 und 1999)

60924-g25: LOH in Zellinien, mgl. TSG (Wan et al., 1999)
6025.1-g25.2: LOH bei 44% (Colitti et al., 1998)
6026-q27:SEN6 Gen (Banga et al., 1997)

60g27: LOH (Saito et al., 1996)

60927 haufig mutiert, frihe Veranderung beim OvCa. (Tibiletti et al., 1996
und 1998)
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Chromo-
som

beim OvCa. Auffallige Chr. Und Chr.-Bereichen, darin lokalisierte vermut-
lich relevante Gene und tw. Deren Expressionsmuster und Modifikationen

amplifiziert in Kurzzeit-Zellkulturen (Thompson et al., 1994b)
Trisom/Tetrasom (Engel et al., 1998)
70: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PLANH1; Kerr et al., 1996)

70931.1: LOH bei 50%, mgl. TSG mit bedeutender Rolle
beim OvCa.(Koike et al., 1997)

7931: c-met: Uberexpression (Huntsman et al., 1999)

8p

8p: LOH, drei kritische Regionen (Wright et al., 1998)

8p: haufig LOH (in vielen Tu.), mgl. TSG bei 8p22-p23, unabhangig von
DLC1 (Wilson et al., 2000)

8p21: LOH bei 50%, mgl. TSG (Brown et al., 1999)
gesamtes Chr. 8 amplifiziert (Persons et al., 1993)

8q

hsr: 8924 involviert (Abeysinghe et al., 1999);

c-MYC (8024.12-q24.13) Amplifikation und Uberexpression gefunden durch
PCR, Southern blots und Northern blots; (Kohler et al., 1989; Baker et al.,
1990; Sasano et al., 1990; Schreiber und Dubeau, 1990; Tashiro et al.,
1992; Bauknecht et al., 1993)

c-MYC zu 50% amplifiziert (Bian et al., 1995)

9p

LOH von 9p (Chenevix-Trench et al., 1994)
LOH von 9p21-p22 (=p16) in Zellinien (Kamb et al., 1994)

9p21: Homozygot deletiert in Aszites beim OvCa., folgende bekannte Gene
betroffen: CDKN2A (INK4A, MTS1, CDK41= p16 Protein), CDKN2B
(INK4B, MTS2, =p15-Protein) (Watson et al., 1999)

11p

11p: haufiger LOH beim OvCa. (Lee et al., 1990; Thompson et al., 1994a,
b)

11p15.1-p15.2: TSG101: verkirztes Transkript in 64% der Falle (Carney et
al., 1998)

LOH korreliert mit schlechter Uberlebenszeitrate (Eccles et al., 1992a)

11q

FGF3/INT2 (11q13) amplifiziert (Hruza et al., 1993; Lamie und Peters,
1991)

11g13: FGF3/INT2: LOH oder amplifiziert (Foulkes et al., 1993c)
11g13: in hsr gefunden (Guan et al., 1995)

[11g13: CCND1/PRAD1(BCL-1) amplifiziert und Uberexprimiert in ver-
schiedenen soliden Tumoren, ohne OvCa. (Hosokawa und Arnold, 1998)]

11913.3-g13.5: FOLR1: Folat-Rezeptor tberexprimiert (Foulkes et al.,
1993c)

11922.3-g25: LOH assoziiert mit Aggressivitat des Tumors (Launonen et
al., 1998)

11g23.3-gter: LOH, bei 11g23.3 ein mgl. TSG (Foulkes et al., 1993c)

11g23: LOH bei 44%, ATM zeigt keine Veranderungen, distaler Locus ?
(Koike et al., 1999)

11qg: Amplifikation ohne eine beobachtbare Korrelation mit der Uberlebens-
zeitrate der Patientinnen (Medl et al., 1995)
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Chromo-
som

beim OvCa. auffallige Chr. und Chr.-Bereichen, darin lokalisierte vermut-
lich relevante Gene und tw. deren Expressionsmuster und Modifikationen

12

gesamt amplifiziert (Persons et al., 1993)

Trisomie 12 (Pejovic et al., 1990; Yang-Feng et al., 1991; Kiechle-Schwarz
etal., 1991)

Amplifikation in Kurzzeit-Zellkulturen (Kiechle-Schwarz et al., 1995)
12p12.1 (KRAS) amplifiziert (Filmus et al., 1986)

12p12.1: in hsr gefunden (Guan et al., 1995)

12p12.3-p13.1: TEL und Kipl, neue TSG ?: LOH (Hatta et al., 1997)
12g23-gter: LOH, mdgliche TSG (Hatta et al., 1997)

KRAS zu 23% mutiert in Codon 12, keine Korrelation zu klinisch-
pathologischen Parametern (Varras et al., 1999)

KRAS mutiert in Codon 12 bei 2 von 6 Pat. (33%), Korrelation zu malig-
nem Potential der Neoplasie (Haas et al., 1999)

KRAS zu 31% mutiert (Bian et al., 1995)

139

LOH von verschiedenen Markern, tw. in Assoziation mit wenig differenzier-
tem OvCa., tw. mit hochgradigem (Cliby et al., 1993; Dodson et al., 1994;
Kim et al., 1994);

13922-g31 kleinster deletierter Bereich mit mgl. TSG, da Region distal von
RB und BRCA2 (Tapper et al., 1997)

14q

14912-9g13 und 14932: LOH, mgl. TSG (Bandera et al., 1997)

14932:LOH: p27KIP1: keine Expression des Proteins, Korrelation mit
Krankheitsverlauf (Masciullo et al., 1999)

15q

15915 und 15922 amplifiziert (Guan et al., 1995)

16p

16p11-13.2 amplifiziert, in hsr (Guan et al., 1995)

16q

16921 und 16924 amplifiziert (Guan et al., 1995)

+17

Trisom (Engel et al., 1998)

17921-g22 (ERBB2) amplifiziert (Zheng et al., 1991; King et al., 1992; Per-
sons et al., 1993; Young et al., 1996)

17921-9q22 HER2/ ERBB2/NEU in 25-30% beim OvCa. amplif. und Gberex-
primiert; korreliert mit Aggressivitat des Tu. und geringerer Uberlebens-
zeitrate (Slamon et al., 1989; Berchuck et al., 1990 und 1994a)

HER2/ ERBB2/NEU: keine Korrelation zwischen Uberexpression und klini-
schem Verlauf (Meden und Kuhn, 1997; Ross et al., 1999)

ERBB2: keine Amplifikation gefunden (Tavassoli et al., 1993)

-17

haufiger LOH (bis zu 77%, bzw. 50%) beim OvCa. (Lee et al., 1990;
Berchuck et al., 1994a)

LOH bei serésen und endom. OvCa. (Pieretti et al., 1995a, b)

17p13.1: p53 (Tsao et al., 1991; Mazars et al., 1991)

p53 zu 50% bzw. 80% mutiert / deletiert (Okamoto et al., 1991;
Sheridan et al., 1993)

Gen-Verlust ohne klinische Korrelation (Wang et al., 1999)
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Chromo-
som

beim OvCa. auffallige Chr. und Chr.-Bereichen, darin lokalisierte vermut-
lich relevante Gene und tw. deren Expressionsmuster und Modifikationen

-17

17p13.3: OVCAL (DPH2L), LOH bei 80%, geringe Expression, mgl. TSG
(Schultz et al., 1996; Bruening et al., 1999)

Hypermethylierung von 17p13.3 (Pieretti et al., 1995c)
17921: Plakoglobin-Gen (Aberle et al., 1995)

17921.3: NM23 (NME1/NME2) LOH bei 21,7%, keine klinische Korrelation
(Mandai et al., 1995)

17921-g22: BRCA1 (Smith et al., 1992)
Verminderte Expression von BRCAL (Zheng et al., 2000)

17g25: allelischer Verlust bei mehr als 50% (Kalikin et al., 1997)

Verlust des gesamten Chromosom 17 (Foulkes et al., 1991 und 1993b;
Tavassoli et al., 1993; Persons et al., 1993; Pieretti et al., 1995a, b)

Uberexpression von p53 (17p13.1):
- bei LOH von 17p (Eccles et al., 1992b,c)
- korreliert mit schlechterer Prognose (Bosari et al., 1993)
- bei invasivem OvCa., dagegen normal bei benignen und Borderline-
Tumoren (Chan et al., 2000)

18

18g21-qgter: DCC: LOH und verminderte Expression korrelieren mit Tumor-
Stadium (Saegusa et al., 2000)

199

Amplif. von AKT2 (19913.1-g13.2) (Cheng et al., 1992);
Amplif. in Form von hsr von 19913.1-q13.2 (Guan et al., 1995)

hsr 19913.1-q13.2: AKT2, ERCC2;

Uberexpression von AKT2 (Serin/Threonin-Kinase) gefunden, ERCC-2
(DNA-Reparatur Gen) dagegen unauffallig (Thompson et al., 1996)
19913.2-q13.4: ERCC1, ERCC2, LIG1: LOH bei 53% (Bicher et al., 1997)

19g13: TADG14 (Kallikrein 8): Protein tberexprimiert (Underwood et al.,
1999)

20

20011.2-g13.1: MMP9, Aktivierung des Proteins durch c-ras und FAK in
Zellkultur (Shibata et al., 1998)

20912-g13.13: AIB1: amplifiziert und Gberexprimiert (Anzick et al., 1997)
20q13: in wenigen Fallen amplifiziert (3,8%) (Courjal et al., 1996)

229

LOH bei 53%, 2 mgl. TSG-Loci (Bryan et al., 1996)

Verlust von X bei Kurzzeitkulturen (Kiechle-Schwarz et al., 1995)
Xp: Ornithin-Transcarbamylase-Gen (Yang-Feng et al., 1992)
Xq: LOH bei Kurzzeitkulturen (Thompson et al., 1994a)




DISKUSSION 89

5.3. Auswertung der CGH

Anhand von Kontrolluntersuchungen mit Normal-DNA wurden die kritischen Regionen
aufgezeigt, deren Ergebnisse nur bedingt aussagekraftig sind. Hierzu z&hlen vor allem
die heterochromatischen und deren unmittelbar angrenzende Bereiche, die in einigen
Fallen methodisch bedingt zu einer Uberreprasentation neigen. Amplifikationen in den
Zentromer-Regionen der Chromosomen 1, 9 und 16 wurden daher nicht bewertet (s. S.
49).

Die Beobachtung, da® auch schon eine Verschiebung des Ratio-Kurvenverlaufes in
Richtung der Grenzschwellen eine mdgliche Aberration dieses Bereiches anzeigt, ist
gerade bei Einzeluntersuchungen verschiedener Tumoren von Bedeutung. Hier sollte
eine auffallige Tendenz in dem CGH-Profil mit weiteren zytogenetischen Methoden auf-
geklart werden, um mdoglichst alle Veranderungen in der Tumor-DNA zu erfassen.

In einem groReren Kollektiv, bei mehrfachen Wiederholungen eribrigt sich diese ten-
denzielle Sichtung, da aufgrund der relativen Haufigkeiten alle Aberrationen erfal3t wer-
den sollten. Dieses zeigte sich in dieser Arbeit in dem Vergleich von tendenzieller und
sicherer Sicht, die sich besonders in der Haufigkeit der aufgetretenen Alterationen, aber
nur geringfigig in der Reihenfolge der am meisten involvierten Chromosomen unter-
schieden. In der folgenden Diskussion werden daher nur die Ergebnisse der sicheren

Sichtung aufgefihrt.

5.4. Ergebnisse der CGH
5.4.1. Vergleich der CGH-Ergebnisse mit anderen CGH-Studien

Es zeigte sich bei dem untersuchten Material ein sehr komplexer Karyotyp, gekenn-
zeichnet durch vielfache Aberrationen verschiedener Chromosomen. In 88,5% der Félle
(bei 46 der 52 malignen Tumoren) waren eine, bis hin zu 37 chromosomalen Veréande-
rungen zu verzeichnen. In sechs DNA-Proben wurden mit der CGH keine Aberrationen
gefunden. Dieses kdnnte an der geringen Sensitivitat der Methode liegen. Weitere Un-
tersuchungen zu moglichen Mutationen auf der Genebene und Analysen zu dem Ex-
pressionsstatus tumorrelevanter Proteine konnten in diesen Féllen helfen, die Tumo-
rinitiation und Progression zu klaren. Im Durchschnitt fanden sich bei den malignen Tu-

moren (Primar- und Rezidiv-Tumoren) bei getrennter p- und g-Arm Auswertung ein
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ANCA-Wert (durchschnittlich beobachtete Anzahl der Veranderungen) von 16,3 (+10,3).
Im Gegensatz dazu lagen die Werte der benignen und der Borderline-Tumoren bei g-
cherer Sicht mit 6,5 &7,3) bzw. 1,1 *1,4) deutlich darunter. Es zeigte sich bei einer
Patientin (Nr. 5) aus der Gruppe der benigne Tumoren insgesamt 17 Aberrationen (16
Amplifikationen, eine Deletion), daher der relativ hohe ANCA-Wert. Unter Ausschlul
dieser Patientin lage der berechnete ANCA-Wert bei 3,0 £2,5. Im Fall der Patientin Nr.
5 konnte man eine falsche histologische Einordnung des Tumors vermuten. Das Gewe-
bepraparat sollte daher nochmals begutachtet werden. Es ware allerdings auch mog-
lich, daR dieser benigne Tumor einen Ubergang zu einem LMP- oder einem malignen
Tumor darstellt, aber nach histologischen Gesichtspunkten noch der benignen Form
zuzuordnen ist.

Bei zehn der 52 malignen Tumoren Uberwogen die Deletionen. In einem Fall lag die
Differenz zwischen Deletion und Amplifikation bei elf (14 Deletionen, drei Amplifikatio-
nen), wohingegen die Differenz sonst bei maximal vier lag. Die Patientin, bei der diese
grol3e Differenz auffiel, gehdrte in die Gruppe der serésen G3-Tumoren, hatte allerdings
mit 82 Jahren schon den Altersdurchschnitt der Gruppe von 60 Jahren weit Gberschrit-
ten. Ob dieser grof3en Verlust von genetischem Material auf einer Fehldeutung der CGH
beruht, mu3te durch zuséatzliche Information tber den Ploidie-Grad noch geklart werden.
Ansonsten lag die Anzahl der Amplifikationen hoher als die der Deletionen, mit einem
Verhaltnis von 1,3:1. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Aussage von Tapper et
al. (1997) und Arnold et al. (1996), die ebenso Amplifikationen haufiger beobachteten
als Deletionen. Gegenteiliges fanden Mertens et al. (1997) bei einer Zusammenfassung
der Ergebnisse verschiedener zytogenetischer Studien von Neoplasien heraus. In die-
sem Kollektiv, einschlie3lich OvCa., stellten sie bei allen Tumor-Arten mehr Deletionen
als Amplifikationen fest, nicht aber bei Chromosom 1q, 7, 12g und 20, die haufiger am-
plifiziert waren. Da in den einbezogenen Arbeiten meist andere Methoden, z. B. LOH
(loss of heterozygosity) oder konventionelle Karyotypisierungen, aber weniger die CGH
angewendet wurden, kann diese diskrepante Aussage (mehr Deletionen als Amplifika-
tionen) auf die unterschiedlichen Techniken zurlickzufiihren sein. Interessant ist der Be-
fund von Mertens et al. (1997), dal3 im Gegensatz zu den anderen Tumoren beim OvCa.
zumindest eine Kopie vom Chromosom 7 haufig fehlte. In der Kieler-Studie war 7q hau-

fig Uberzahlig (42,3%), 7p fehlte dagegen in 30,8% der Félle.
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Die von Iwabuchi et al. (1995) gemachte Beobachtung, daf3 bei den G3-Tumoren die
ANCA-Werte hoher lagen als bei den G1-Stadien, war in dieser Studie auch zu beob-
achten: ANCA-Werte: G3: 0-37 (@ 17,3 £9,7), G1: 0-27 (& 7,0 £11,7). Aufgrund der
geringen Zahl der G1-Falle, nur funf, im Gegensatz zu 47 G3-Tumoren, ist keine Bewer-
tung moglich. Weitere Beobachtungen von Iwabuchi et al. wiesen auf eine Beteiligung
des Chromosomabschnitts 17g21-pter an der Stabilitdt des Genoms hin, wie in der fol-
genden Diskussion noch weiter ausgefiihrt wird. Eine verringerte Kopienzahl dieses
Bereichs fuhrte zu einer gréReren Anzahl von Aberrationen (ANCA-Wert: 19.2 +6 ge-
geniber 3,4 £5 in der Studie von Iwabuchi). In der Kieler-Studie zeigten nur acht Falle
einen Verlust dieser 17er-Region. Die Werte der Gesamt-Aberrationen lagen dabei
zwischen 11 und 36, also auf einem mittleren bis hohen Niveau. Ebensowenig zeigte
sich in den Regionen von 3g25-g26 und 20g13 ein Zugewinn von genetischem Material
bei den G1-Tumoren. Auch ein Verlust von 8924 bei den G3-Tumoren (late event), wie
von Iwabuchi beschrieben, war dieser Arbeit nicht zu entnehmen.

Eine statistische Korrelation zeigte sich nur bei einem Vergleich der gefundenen Hau-
figkeiten von Amplifikationen und Deletionen: je gré3er der Anteil an Amplifikationen,
desto grof3er auch der Anteil an Deletionen im gleichen Fall (siehe Abb. 13, S. 64). Die-
ses ist moglicherweise unter der Annahme erklarbar, dafl3 die Zelle tUber bestimmte
Kontrollmechanismen in der Lage ist, die Anzahl der Chromosomen, bzw. den DNA-
Gehalt moglichst konstant zu halten. Verluste in einigen Regionen wirden durch Auf-
nahme zusatzlicher chromosomaler Bereiche ‘ausgeglichen’. Da z. B. dmins kein Zen-
tromer besitzen, kdnnen diese Strukturen bei der Mitose ungleichmafig verteilt werden.
Hierdurch wird die Grundlage fur eine genetische Diversifikation gelegt (McGill et al.,
1993). Eine wahrscheinliche Erklarung fur die Korrelation von Amplifikationen und Dele-
tionen ist jedoch die Annahme, dal® bei einer erhohten Instabilitdt des Genoms, glei-

chermal3en Verluste und Gewinne von genetischem Material zu verzeichnen sind.

Vergleichbare Haufigkeitsverteilungen bei Amplifikationen und Deletionen, wie sie die-
se Arbeit aufzeigt, sind auch schon in der Literatur beschrieben, und die in diesen Be-
reichen identifizierten Gene auf eine mdgliche Tumorrelevanz hin analysiert worden.
Eine vergleichende Auflistung verschiedener CGH-Untersuchungen mit Material von

OvCa. ist in der Tabelle 14 auf der folgenden Seite wiedergegeben. Es wurde in der
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Tabelle die Reihenfolge der ermittelten Amplifikationen und Deletionen aus der jeweili-
gen Studie in abnehmender Haufigkeit aufgelistet.

Differenzen in den beobachteten Haufigkeiten sind durch eine unterschiedliche Zusam-
mensetztung (Grading und histologischer Subtyp) und Grof3e des Patientenkollektivs zu
erklaren. Bei Tapper et al. (1997) findet sich z. B eine gleichmaliige Anzahl verschiede-
ner Subtypen (je acht serése, muzindése und endometrioide). Ein weiterer Punkt ist ein
Unterschied in der Setzung der Schwellenwerte. Festgelegte Signifikanz-Intervalle, wie
z. B. in der Arbeit von Arnold et al. (1996), konnen methodisch bedingt weniger Aberra-
tionen aufzeigen. In dieser Arbeit wurden die Grenzen auf Grundlage der individuellen
Ratio-Werte der beteiligten Metaphasen fir die CGH jeder Patientin neu berechnet.

Ein Vergleich der bisherigen CGH-Studien zeigte ahnliche Aberrationen, sowohl in den
untersuchten Gruppen in Deutschland (Kiel und Freiburg, vorliegende Arbeit und Arnold
et al., 1996), als auch in denen aus anderen Landern. Das OvCa. scheint somit haupt-

séachlich durch genetische und weniger durch exogene Faktoren ausgeldst zu werden.
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Tabelle 14: Rangfolge der Veranderungen verschiedener CGH-Studien beim OvCa.

Iwabuchi Arnold Tapper Sonoda
eigene Daten et al. et al. et al. et al.
(1995) (1996) (1997) (1997)
+3025-926 +8q (53%) +1q (38%)
+ 9 + , 9
A 8q (59,6%) (50%/28%) 8023-qter 1q31-g41 8q24.1 (56%)
+8024 +3q (51%) +8q (38%) +20013.2-qter
+ 0,
m | +3q(558%), (58%/11%) 3026-gter 8q24 (48%)
0 +1p22-p31 o +17q (38%) +3026.3-qter
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52 Pat. 56 Pat. 47 Pat. 24 Pat. 25 Pat.

Die Prozentangaben in der Studie von Iwabuchi geben die unterschiedlichen Daten fir G1 und G3

klassifizierte OvCa. an. Die Auflistung der Daten erfolgte nach der in der jeweiligen Studie

ermittelten Reihenfolge
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5.4.2. Interpretation der Amplifikationen

Folgende Chromosomenbereiche zeigten in dieser Studie mit Werten von tber 30% die
groRten Uberreprasentationen: 8q (59,6%), 3q (55,8%), 20q (50%), 19q (48,1%), 19p
(46,2%), 1q (44,2%), 1p (42,3%), 29 (40,4%), 11q (38,5%), 2p (36,5%), 16p (32,7%)
und 7q (30,8%).

Die Chromosomen-Arme 8q, 3q, 20q, 1q und 1p lagen in der Mehrzahl der publizierten
Arbeiten an der Spitze der Amplifikationen (Tab. 14, S. 93).

In Ubereinstimmung mit den publizierten Daten von Arnold et al. (1996) und Sonoda et
al. (1997) findet sich in dieser Untersuchungsreihe eine Amplifikation von Chromoso-
marm 8q an der Spitze der beobachteten Uberreprasentationen. Es besteht wahr-
scheinlich ein direkter Zusammenhang mit einer Amplifikation von c-myc, lokalisiert auf
80924, welches in vielen Tumoren in Uberzahliger Kopienzahl zu finden ist. Das Myc-Gen
ist in 20% - 30% der Ovarialkarzinome amplifiziert, vor allem aber in fortgeschrittenen
serdsen Féllen (van Dam et al., 1994; Zhang et al., 1994; Berchuck, 1995) und korreliert
mit einer geringeren Uberlebenszeitrate (Wang et al., 1999). Diese Amplifikation kommt
beim OvCa. oftmals in Form von hsr vor, Uberwiegend bestehend aus Material der
8g24-Region (Abeysinghe et al., 1999).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dafl3 c-myc direkt die Telomerase aktiviert, indem es
die Expression der katalytische Untereinheit der Telomerase, die Telomerase-Reverse-
Transkriptase (TERT), aktiviert. Eine direkte Korrelation von der c-myc-Expres-
sionsrate und der Telomeraseaktivitat, wie sie in normalen und in proliferierenden Zellen
zu finden ist, ist durch diesen Befund erklarbar. Bei der malignen Entartung sind aber
wahrscheinlich auch andere Faktoren an der Aktivierung des TERT-Promotors beteiligt
(Wu et al., 1999).

Der kleinste gemeinsame Bereich auf 8q, der in dieser Studie den gré3ten Zugewinn an
genetischem Material zeigte, ist identisch mit dem c-myc Locus. Auffallig ist aber auch
eine Beteiligung weiterer chromosomaler Regionen an einem Zugewinn. Generell ist
der gesamte 8g-Arm von einer Uberreprasentation betroffen. Dieses laRt die Vermu-
tung zu, dal3 sich noch weitere relevante Gene in diesem Bereich befinden. Ein zu dem
Rekombinations-Gen RAD54 homologes Gen, das RAD54B, ist in 8921.3-g22 kodiert.
Mutationen dieses Gens wurden beim Kolonkarzinom und bei Lymphomen gefunden

(Hiramoto et al., 1999).
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Weitere bereits bekannte Onkoproteine sind in 8q lokalisiert: MOS (8ql11-12, Se-
rin/Threonin-Kinase), CLYN (8g11-g12; aus der SRC-Familie), LYN (8g13-qgter, Tyrosin-
Kinase), und ein MYB-ahnliches Protein, das MYBL1 auf 8922 (Trans-kriptionsfaktor).
Eine Amplifikation der Proto-Onkogene, die fur diese genannten zellregulierenden Pro-
teine kodieren, hat aller Wahrscheinlichkeit nach einen Einflu3 auf eine maligne Entar-

tung der betroffenen Zellen.

Eine auffallig hohe Uberreprasentation von 3q wurde ebenso in drei der anderen A-
beiten beschrieben. Der Hauptanteil dieser Amplifikation fand sich in dieser, wie in den
anderen Untersuchungen in dem Bereich 3g25-gter, wobei in dieser Studie auch der
dartiberliegende Bereich 3g13.2- 3925 auffallig war und oftmals in Kombination mit
dem distalen Teil Uberreprasentiert vorlag. Hier kann man Uber mégliche Lokalisationen
tumorrelevanter Gene nur spekulieren, da bisher noch keine Proto-Onkogene beschrie-
ben, sondern nur mogliche Kandidaten vorgeschlagen wurden. So ein vermutetes On-
kogen, das PIK3CA, kodiert fur eine Untereinheit der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3-Kinase). Die beobachtete Amplifikation korreliert mit einer Ubermafigen Tran-
skription und einer verstarkten Expression des Proteins, wie auch mit einer gesteigerten
Aktivitat der PI3-Kinase und der daraus resultierenden stimulierenden Wirkung auf die
Proliferation, den Katabolismus und auch auf eine onkogene Transformation (Shayesteh
etal., 1999).

Kurzlich berichtete Sugita et al. (2000) von einer low-level Amplifikation (3-4fach) eines
Bereiches in 3926 von ungefahr 20 Mb bei Tumoren aus Cervix, Ovar und Lunge. In die-
sem Bereich ist das Gen fur die RNA-Komponente der Telomerase (hTR; 3926.3) loka-
lisiert. Da eine Deregulation der Telomerase-Aktivitat bei vielen Tumoren assoziiert ist
mit zellularer Immortalitéat und der Onkogenese, ist eine Beteiligung des hTR an der Tu-
morentstehung wahrscheinlich. Ob das hTR-Gen tatsachlich betroffen ist, muf3 laut Su-
gita noch geklart werden. Dieses schlossen Kuokkanen et al. (AACR 2000) mit ihrer
Studie aus. Sie ordneten einen auffallig amplifizierten 3g-Bereich unterhalb des hTR-
Gens ein.

Wie auch schon in der Arbeit von Arnold et al. (1996) angefluhrt wird, kdnnten evtl. die in
dieser Region identifizierten Zink-Finger Gene, das LAZ3 (Kerckaert et al., 1993) und
das BCL6 (Ye et al., 1993; Baron et al., 1995) ebenso von Bedeutung sein, wie das

EVI1 und das RYK (Ilwabuchi et al., 1995).
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Ein neu identifiziertes DNA-Reparatur-Gen, das MBD4 (MED1), in 3g21-g22 ist in hu-
manen Karzinomen haufig mutiert und fuhrt dadurch zu einer erhdhten Mikrosatelliten-
Instabilitat. Allerdings zeigten sich Uberwiegend Mutationen in Form von LOH oder klei-
neren Deletionen, die zu einem Funktionsverlust fihrten (Riccio et al., 1999). Ob dieses
Gen auch durch Amplifikationen, die gerade beim OvCa. in dieser Region auffallen,

beeinflu3t wird, bedarf einer Klarung.

Bei der Patientin Nr. 29 traten im 3g-Arm zwei Bereiche mit extremer Uberreprasentati-
on auf, mit den Haupt-peaks bei 3913.2/3913.3, sowie 3025/3926.1 (Abb. 6, S. 52).
Eine genauere molekular-zytogenetische Untersuchung dieser beiden Bereiche wére
von Interesse und kénnte einen Einblick in die Rolle dieser Regionen bei der Tumorge-

nese geben.

Auf dem Chromosomarm 20q, welcher in der Hélfte der Falle gesamtheitlich amplifiziert
war, befinden sich folgende Gene, die haufig in veranderter Kopienzahl in Tumoren zu
finden sind: das Kinase-Gen src auf 20g13.1, dessen Protein-Aktivitat beim Kolonkarzi-
nom (Garcia et al., 1991; Park und Cartwright, 1995), sowie Haut- (Barnekow et al.,
1987) und Brustkrebs (Muthuswamy und Muller, 1995) erhéht ist. Weiterhin sind hier die
Gene fur E2F1 (20qg11, Transkriptionsfaktor), AIB1, AIB3, AlB4 und CAS (Guan et al.,
1996; Brinkmann et al., 1996) lokalisiert.

AIB1 (NCOAS, Nuklear-Rezeptor Co-Aktivatoren) auf 20g12, Mitglied der SRC-1 Fami-
lie, ist in amplifizierter Form schon beim Brustkrebs und OvCa. aufgefallen (Anzick et al.,
1997). Eine Uberexpression des Proteins kénnte durch eine gesteigerte Interaktionen
mit dem Ostrogen-Rezeptor bei der Entstehung von steroid-abhangigen Tumoren eine
Rolle spielen. CAS (20g13) mit seiner moglicherweise dualen Funktion in der Apoptose
und der Zell-Proliferation und damit grundlegenden zellregulierenden Eigenschaften
zeigte schon bei Brust- und Kolonkarzinom-Zellinien tberzahlige Kopien (Brinkmann et
al., 1996).

Die Matrix-Metalloproteinasen sind bei einer Vielzahl von Tumoren durch direkte Kor-
relation zwischen Expression und der Fahigkeit zu Metastasieren aufgefallen (Kataoka
et al., 1996). Ein Mitglied dieser Familie, das MMP-9 (20g11.2-q13.1), kdnnte auch
beim OvCa. fur die friihe Disseminierung von Tumorzellen in das Peritoneum verant-

wortlich sein (Shibata et al., 1998). Ebenso ist ein weiteres MMP-Protein-Gen, das
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MMP-24 in 20g11.2 lokalisiert und Gberexprimiertes Protein wurde bei Gehirn-Tumoren
festgestellt (LIano et al., 1999).

Das Chromosom 19 zeigte bei der Amplifikation von p- und g-Arm in dieser Studie mit
48,1% bzw. 46,2% ahnliche Werte. Sind beim Chromosom 19 gerade in friihen Ovarial-
karzinomen zwei Regionen (19p13 und 19g13) an Translokationen beteiligt (Thompson
et al., 1994a), so liegt dieses Chromosom oder Teile desselben in fortgeschrittenen
Stadien meist polysom als dmins oder als hsr vor. In einer Untersuchung wurden in 88%
der Zellkulturen dmins gefunden (McGill et al., 1993). Guan et al. (1995) fanden in ihrer
Studie mittels Mikrodissektion neben anderen Chromosomen auch eine Beteiligung von
Teilen des Chromosoms 19 an der Bildung von hsr (19913.1-q13.2). Dieser Befund
wurde durch Thompson et al. (1996) bestatigt. Zudem berichtete diese Gruppe noch von
einer Uberexpression von AKT2, einem moglichen Onkogen auf 19q13.1-g13.2, wohin-
gegen das ERCC2-Gen, ebenso in dem Bereich zu finden, unaufféallige Expressions-
muster zeigte. Man geht aber davon aus, dal3 noch weitere Proto-Onkogene in dieser
Region lokalisiert sind, so z. B. das neu entdeckte TADG14-Gen (oder KLK: Kallikrein
8) aus der Familie der Serin-Proteasen, dessen Protein beim OvCa. in erhdhter Rate
vorliegt. Eine mogliche Funktion als prognostischer Marker oder als Ziel fir eine Thera-
pie wird derzeit in Betracht gezogen (Underwood et al., 1999).

Weitere interessante Gene auf Chromosom 19 sind das E2A (19p13), die Mitglieder
der JUN-Familie JUNB und JUND in 19p13.2 und das BCL3 in 19q13.1.

Das gesamte Chromosom 1 ist in 44,2%, bzw. in 42,3% (g/p-Arm) der Falle in amplifi-
zierter Form vorzufinden, unterbrochen durch einen Bereich von 1p21 bis 1p31, der in
keinem Fall einen Zugewinn verzeichnete, dagegen aber in 17,3% der Félle fehlte.

Auf dem p-Arm sind folgende Bereiche aufgefallen. Die Region von 1p31, mit einem
moglichen TSG, dem NOEY2 (ARHI), assoziiert mit Ovarial- und Brustkrebs (Yu et al.,
1999) und einer weiteren Bruchpunktregion in 1p36.3. Die letztgenannte Region ist bei
Translokationen in Kombination mit 3g21 und dem Produkt t(1;3)(p36;921) bei hama-
tologischen Erkrankungen aufgefallen. Betroffene Gene dieser Mutation sind das RPN1
und das GR6 auf 3921 (Shimizu et al., 2000). Schon einen Hinweis auf Bruchpunkte in
Chromosom 1 lieferte Thompson et al. (1997), der Translokationsereignisse in 1p36

beobachtete, allerdings im Unterschied zu den bei den hamatologischen Erkrankungen
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gefundenen Rearrangements mit Chromosom 3, beim OvCa. dagegen mit Chromosom
17 [t(;17)(p36;7?)], sowohl bei geringgradigen, als auch bei hochgradigen Formen. Bei-
de Chromosomen, sowohl Chromosom 17 und auch Chromosom 3 zeigen beim OvCa.
Veranderungen, die durch diese Translokations-Ereignisse entstehen und weitere Aber-
rationen, die durch diese ausgeltst werden kénnten.

Das neu identifizierte Gen NOEY2 (ARHI, 1p31) zeigt grol3e Homologien zu RAS und
RAP und wird in normalem Brust- und Ovar-Gewebe exprimiert, dagegen fehlt die Ex-
pression im Tumorgewebe. Néhere Untersuchungen ergaben einen LOH in 41% der
Falle, wobei in der Regel das funktionale paternale Allel verloren gegangen ist. Das Gen
zeigt eine monoallelische Expression des paternalen Gens, wahrend das maternale
Gen durch Imprinting ‘stillgelegt’ wird. Eine Re-Expression des Proteins nach Gen-
Transfektion in mutierte Zellinien stoppte deren klonales Wachstum. Es konnten 4i-
sammenhange mit einer Reduzierung der Cyclin-D1-Promotor-Aktivitdt und einer p21-
Induktion gezeigt werden. Alles deutet auf eine mdgliche Funktion bei der Tumorgenese
hin (Yu et al., 2000). Genau in die Region des NOEY2-Gens fallt auch der in dieser vor-
gestellten CGH-Studie beobachtete Verlust in dem sonst amplifiziert vorliegendem p-
Arm und wirde daher auf ein darin befindliches TSG, wie z. B. das NOEY?2-Gen, hin-
deuten.

Eine Involvierung von Regionen um 1p36 bei Translokationen haben auch Taetle et al.
(1999a, b) beobachtet und schreiben Chromosom 1 eine wichtige Rolle in der Patho-
genese des OvCa. zu.

Folgende Gene, lokalisiert auf 1p36, werden desweiteren als mogliche TSG angese-
hen: Heir-1 (ID3), TNFR2, PITSLRE (p58, CDC21), DAN, E2F2 und PAX7 (Dracopoli
et al.,, 1994; Lahti et al., 1994; Enomoto et al., 1994; White et al.,1995). Diese Gene
erfullen aber nicht die Kriterien, da in diesem Zusammenhang (Gewinn von chromoso-
malem Material) eher Onkogene zur Tumorinitiation vermutet werden.

Auch das p73, verwandt mit p53, kodiert in 1p36.3, kénnte durch Deregulation zur
Tumorgenese beitragen. Es aktiviert die gleichen target-Gene wie p53 und interagiert
auch mit demselben. Allerdings wird dem p73 eher eine Rolle als Tumorsuppressorgen
zugeschrieben wie es schon fur p53 der Fall ist (Kaghad et al., 1997).

Andere Studien verzeichneten einen LOH von der Region um 1p36 (Imyanitov et al.,
1999). In diesem Kontext kdnnten die eben aufgefiihrten TSG nattrlich eine Rolle bei

der Karzinogenese spielen, ausgenommen p73, welches in der Studie von Imyanitov et
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al. (1999) keine Korrelation von LOH und Protein-Expression zeigte. Allerdings berich-
tete diese Gruppe von einer verstarkten Expression des p73-Proteins in OvCa.-Zellinien
im Gegensatz zu normalen ovariellen Zellen. Dieses wirde mit der beobachteten Ampli-
fikation von 1p36 in dieser ‘Kieler-Studie’ vereinbar sein.

Das MMP23 in 1p36.3 ist ein Protein, welches in Ovar, Testis und Prostata exprimiert
wird, also Uberwiegend in reproduktiven Geweben zu finden ist (Velasco et al., 1999).
Uber Auswirkungen auf die physiologischen Funktionen bei einer Uberexpression die-
ses Proteins, z. B. ausgeltdst durch Amplifikation der kodierenden Region, wie diese
Studie zeigt, wurde noch nicht berichtet.

Desweiteren befinden sich auf dem 1p Arm in den amplifizierten Bereichen noch die
Gene NRAS (1p13), MYCL1 (1p32), JUN (1p31-32), MMP21-22 und CDC2L1-2
(1p36.3), sowie auf 1q das ABL2 (1g24-25) mit moglichen Onkogen-Funktionen.

Zu dem in 40,4% der Falle amplifizierten Chromosomarm 2q ein interessanter Befund
von Tapper et al. (1998). Die Autoren fanden einen Zugewinn von 2g24-9g32 nur bei spo-
radisch auftretenden Fallen von OvCa., nicht aber bei den erblichen Formen, bei denen
BRCA1- und BRCA2-Mutationen fiir die Tumorgenese hauptverantwortlich sind. Daher
vermutete diese Arbeitsgruppe ein weiteres Onkogen in dieser Region. Die eben ge-
nannte Studie stellte eine generelle Ubereinstimmung der genomischen Veranderungen

bei familiarem und sporadischem OvCa. fest, mit Ausnahme der 2g-Region.

Interessanterweise war der 4p-Arm als einziger in dieser vorgestellten Untersuchung nie
von einem Zugewinn an chromosomalem Material betroffen. Dieses kdnnte darauf hin-
weisen, dal? sich evtl. keine relevanten Proto-Onkogene in dieser Region befinden. Bis-
her wird auch nur ein einziges Gen in dieser Region bei einer Auflistung samtlicher bis-
her bekannter TSG und Proto-Onkogene in dem ‘Facts Book’ von R. Hesketh (1997),
das TTF, ohne nahere Charakterisierung aufgefihrt. Es finden sich in der Literatur auch
nur wenige Hinweise auf Veranderungen im 4p-Arm beim OvCa.

In der Liste der Deletionen findet sich 4p mit einem Anteil von 32,7% weiter oben in der
Rangfolge, so dal3 u. U. bisher noch unbekannte TSG in dem gesamtheitlich betroffe-

nem Arm vermutet werden kénnen.
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5.4.3. Interpretation der Deletionen

Die haufigsten Verluste in den Untersuchungen der ‘Kieler-Falle’ waren bei 4q (50%),
13q (48,1%), 5q (42,3%), 6q (42,3%), 18q (40,4%), Xp (38,5%), 9p (34,6%), 4p
(32,7%) und Xg mit einem Anteil von ebenfalls 32,7% zu verzeichnen. Diese Daten un-
terscheiden sich nur teilweise von den publizierten Haufigkeiten in den anderen Arbei-
ten. Bei Arnold et al. (1996) und Sonoda et al. (1997) wird ebenfalls ein relativ haufiger
Verlust von 4q beschrieben, wahrend dieses Chromosom in den anderen Arbeiten nicht
erwahnt wird. Chromosom 13 gehort bei Arnold et al. (1996) und bei Tapper et al.
(1997) auch zu der Gruppe der Chromosomen, die haufig durch Deletionen gekenn-
zeichnet sind. Verluste von 5g und 6q sind in den vergleichenden Arbeiten nicht aufge-
fihrt. Wie schon zu Beginn angefiihrt, konnen diese Unterschiede durch eine unter-
schiedliche Zusammensetzung und Groél3e der untersuchten Kollektive, sowie durch

methodische Unterschiede bedingt sein.

In dem untersuchten Kieler Patientinnen-Kollektiv zeigte sich bei Chromosom 4 (iber-
wiegend der Bereich 4921 bis 4qter von einer Deletion betroffen. Verluste von 4q hat
man schon bei Kopf-, Nackenzellkarzinomen und bei Leberzellkarzinomen (Sreekan-
taiah et al., 1994; Kuroki et al., 1995) in weiter fortgeschrittenen Stadien beobachtet.
Die Autoren vermuten ein bis dato unbekanntes TSG in der Region distal von 4g21.
Auch beim Brustkrebs ist haufig ein Verlust von 4q zu verzeichnen. Hierbei fanden sich
zwei Bereiche, 4933-934 und 4g25-g26, mit LOH-Frequenzen von 76% und 63% (Shi-
vapurkar et al., 1999). Wahrscheinlich sind in dieser Region lokalisierte Gene bei der

Genese verschiedener Tumoren von Bedeutung.

Desweiteren befinden sich die Gene fur Caspase 6 (CASP6) und Protein E (CENPE)

im grof3en Arm von Chromosom 4, wie auch das Gen fur IL-2.

Bei 13qg lagen die zu verzeichnenden Verluste hauptséchlich in den Bereichen von
13911 bis 13914 und von 1314 bis 13931, einschliel3lich des bekannten Locus des
Retinoblastom-Gens (RB) auf 13q14. Neben anderen Tumorerkrankungen, wie z. B.
Retinoblastoma oder small cell lung cancer (Ubersicht in Houldsworth und Chaganti,
1994), findet sich ein allelischer Verlust des RB-Locus in einer LOH-Studie auch zu 50%

beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (Berek und Martinez-Maza, 1994; Takano et al.,
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1995), durchaus mit dem hier vorgestellten Wert von 48,1% vergleichbar. Eine andere
Studie ermittelte fir den Bereich von 13q14 nur einen LOH-Wert von 30% (Li et al.,
1991). Untersuchungen zur Expression und Protein-Struktur des RB-Genes ergaben nur
in wenigen Tumoren relevante Veranderungen (Liu et al., 1994; Taylor et al., 1995).
Auch Dodson et al. (1994) fanden zwar eine LOH-Rate des RB-Locus von bis zu 52%,
doch war die Expressionsrate vom RB-Protein auf normalem Niveau. Somit kann zu
einer moglichen Rolle des RB-Proteins beim OvCa. keine eindeutige Aussage gemacht
werden.

Das BRCA2 Gen liegt mit seiner Lokalisation bei 13q12-q13 im h&ufig deletierten Be-
reich des Chromosoms 13. Allerdings ist dieses Gen bei sporadischen OvCa. nicht in
dem MalRe von Mutationen betroffen wie beim Brustkrebs. Es ist aber durch seine
Funktion bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen der DNA von Bedeutung fur die
genomische Stabilitat und kann daher auch bei sporadischen Fallen von OvCa. beteiligt

sein.

Chromosom 5q zeigte die starksten Verluste in den Regionen von 5q14-5g23 und
5911-5g13. Die Kartierung des MSH3-Gens erfolgte in die Region von 5q11-q13. An-
dere Mitglieder dieser Familie der mismatch-repair-Gene, MSH2 (2p21-p22) und
MHL1 (3p21.3), sind fur die Entstehung der HNPCC (familidres Kolonkarzinom) mitver-
antwortlich sind. Das APC-Gen, welches ebenfalls bei der HNPCC eine Rolle spielt,
befindet sich auf dem 5g-Arm, genauer bei 5921, co-lokalisiert mit dem MCC-Gen.
Verluste dieser TSG tragen daher vermutlich auch zur Initiation und Progression des
Ovarialtumors bei.

Eine FISH-Analyse bei hamatologischen Erkrankungen zeigte eine Deletion von 5q,
vermehrt in dem Bereich von 5931, gekoppelt mit Translokationen des langen Arms von
Chromosom 5. Das Zytokin-Gen fir GM-CSF ist hier zu finden, genauso wie die Gene
IL-3, IL-4, IL-5 und IL-9. Diesem Bereich sind bisher noch keine TSG zugeordnet worden
(Brezinova et al., 2000).

In Chromosom 6q ist der Bereich 6g21-qgter von einer Deletion betroffen, und mit ihm
die darauf befindlichen tumorrelevanten Gene E2F3 (6g22) und MYB (6922-g23).
Auf ein mogliches TSG in einem 2 cM-Fragment bei 6g24-g25 wiesen Wan et al.

(1999) hin, da nach Transfer dieser Region in Tumor-Zellen zweier Zellinien deren ma-
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lignes Potential verloren ging. Ebenso durch Transfer-Experimente fanden Sandhu et al.
(1996) einen Hinweis auf das Gen SEN 6 A in der Region bei 6g14-g21, die das im-
mortale Wachstum von Hybridzellen aufhob.

Ein weiterer Kandidat fir eine Beteiligung an der Karzinogenese ist ein Zink-Finger-
Gen bei 6025, das LOT-1. In 38% der untersuchten OvCa.-Falle wurde in einer Studie
ein LOH detektiert. Eine Beteiligung dieser Region bei der Entstehung von Brust- und
Nierenkrebs wurde schon vermutet (Abdollahi et al., 1997).

Eine Deletion von einer 4 cM-Einheit im Chromosomabschnitt 6g25.1-925.2 ist nach
Colitti et al. (1998) assoziiert mit hochgradig invasivem OvCa. und laf3t daher ein TSG in
dieser Region vermuten. Dieser Bereich liegt weiter distal vom SOD2-Gen, welches
beim OvCa. auch oftmals deletiert ist.

Saito et al. (1996) vermuten ein mdgliches TSG in dem von ihnen gefundenen
300 kb-Segment bei 6g27, zusatzlich zu dem darauf befindlichem AF-6 Gen. Schon im
Jahr 1993 stellten Foulkes et al. (1993a) bei 627 ein mogliches TSG zur Diskussion,
da in mehreren verschiedenen Tumoren diese Region fehlte. Das ESR-Protein, kodiert
in 64, ist bei Brustkrebs oftmals verandert und kommt daher nach Meinung von Foulkes

und Kollegen auch als ein mogliches TSG auf 6q in Frage.

In dieser Arbeit zeigte Chromosomabschnitt 18g21-qgter wie auch der gesamte g-Arm
chromosomale Verluste. In den deletierten Bereichen distal von 1812 sind die TSG
DCC (189g21) und DPC4/SMAD4 (18g21.1) lokalisiert, ebenso wie das Proto-Onkogen
BCL2. Saegusa et al. (2000) stellten bei einer Untersuchung verminderte oder fehlende
Expression des DCC Proteins beim OvCa. fest, mit einer Korrelation zu Grad und Sta-
dium des Tumors, ohne aber mit der Uberlebenszeit-Rate zu korrelieren. Die Expressi-
onsmuster dieses Gens waren bei benignen und Borderline-Tumoren nicht in dem Ma-
[3e verringert wie bei den malignen Formen.

Nach dem Chromosom 18 folgt in der Rangfolge bei den Deletionen das X-Chromosom
mit einer Deletionsrate von 38,5%. Ein Verlust von X-Chromosomen ist auch schon
vielfach beschrieben. Dieses wird zum Teil als ein altersabhangiges Phanomen be-
trachtet (Hando et al., 1994; Richard et al., 1994; Catalan et al., 1995). Die Altersvertei-
lung lag bei den Tragerinnen der X-Deletion in dieser Untersuchung zwischen 46 und 82
Jahren, mit einem Altersschnitt von 61,7 Jahren. Sie lag damit nur geringfiigig Gber dem

Durchschnittsalter von 60 Jahren in der Gesamtgruppe und |3t daher keine Aussage
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Uber einen Verlust von einem X-Chromosom als einen altersbedingten Vorgang zu.
McCluskey und Dubeau (1997) sehen in dem Verlust dieses Chromosoms eine Rolle
bei der Entstehung der LMP-Tumoren, dagegen weniger in der Entwicklung der malig-
nen Formen.

Demgegenuber wird der beobachtete Verlust von X-Chromosomen in Zellinien als Ar-
tefakt der Zellkultur angesehen und entspricht somit nicht einem Charakteristikum der
OvCa., wie LOH-Funde in Zellinien implizieren (Heim et al., 1989; Elfving et al., 1990).

In der CGH kdnnte der Verlust des X-Chromosoms auch auf einen methodischen Fehler
zurtckzufuhren sein. Aufgund verminderter Zuganglichkeit kann das inaktive X-
Chromosom bei der Markierungsreaktion evtl. schlechter angefarbt werden und so ei-
nen Verlust einer Kopie vortauschen (Nacheva et al., 1998). In dieser Studie zeigten die
CGH-Profile in der Mehrzahl eine normalen diploiden Karyotyp. Ob die Verluste von X-
Chromosomen methodisch bedingt waren, kann durch eine FISH-Untersuchung geklart

werden.

5.4.4. Chromosom 17

Die in der Literatur oft beschriebenen Deletion von Chromosom 17, fiel in dieser Studie
mit einem Anteil von nur 13,5% fur 17p und 17q vergleichsweise gering aus. In der Stu-
die von Ilwabuchi et al. (1995) liegt der Durchschnittswert bei ca. 32%, und bei Sonoda
et al. (1997) bei 24%. In den Arbeiten von Arnold et al. (1996) und Tapper et al. (1997)
wird Uber einen Verlust von Chromosom 17 nicht berichtet. Dabei spielen Mutationen
gerade in Chromosom 17 wahrscheinlich eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
des Ovarialkarzinoms. Vor allem allelische Deletionen von 17p, Verluste der BRCA1-
Region, von 17g22-23 und Mutationen von p53 gehdren zu den héaufigsten Auffalligkei-
ten und werden auch als frihes Ereignis beim OvCa. gewertet (Tavassoli et al., 1993).

Unterschiede in der Zusammensetzung der Untersuchungs-Gruppen, deren Grof3e und
die Schwellenwertberechnung bei der Auswertung der CGH kodnnen zu verschiedenen
Ergebnissen fuhren. AuRerdem sind Ergebnisse aus LOH-Analysen nicht direkt mit den
Ergebnissen einer CGH vergleichbar. Unterschiede in der Sensitivitat (Auflosungsver-
mogen der CGH, Polyploidien) und dem verwendeten Ausgangsmaterial (Zellkulturar-

tefakte bei LOH-Analysen) ergeben voneinander abweichende Resultate.
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Bei dem Verlust des kurzen Armes von Chromosom 17, sowie bei Mutationen in die-
sem Bereich, wie in vielen Féllen zu beobachten ist, sind vor allem das p53-Gen und ein
weiter distal gelegener Locus bei 17pl13.3 betroffen (Eccles et al., 1992b, c;
Gallion et al., 1995; Lee et al., 1995). Untersuchungen des TSG p53 belegen, dafl3 die-
ses Gen in ca. 50% - 54% der weiter fortgeschrittenen Stadien des OvCa. und in friihen
Formen zwischen 16% und 44% von einem Verlust betroffen ist (Mazars et al., 1991;
Kohler et al., 1993; Chan et al., 2000).

Eine durch Mutationen bedingte Uberexpression, im Gegensatz zum haufigen LOH von
p53, findet sich in 50% - 54% der Stadien 1I/IV, zu 15% in I/ll und zu 4% bei Borderline-
Tumoren. Die Angaben Uber eine Expression bei den Borderline-Tumoren liegen zwi-
schen 0% und 4%, wahrend in den benignen OvCa. keine Expression gefunden wurde
(Berchuck et al., 1994b; Berchuck 1995; Chan et al., 2000). Da die Mehrzahl der Muta-
tionen Transitionen sind, geht man davon aus, daf3 es sich um spontan entstandene
Mutationen handelt, die nicht auf exogene Karzinogene zurtickzufuhren sind (Berchuck
et al., 1994b). Mutationen des p53-Gens korrelieren mit fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung (Eccles et al., 1992a, b; Sheridan et al., 1993) und mit einer schlechten
Prognose (Bosari et al., 1993).

p53-Mutationen sind oft mit einem Verlust des Wildtyp-Allels gekoppelt, daher die oft-
mals beobachtete LOH-Rate. Im Gegensatz zu einem Ausfall des Proteins bei einem
Verlust beider Gen-Kopien oder bei einem LOH und einer Mutation im verbliebenden
Locus kann p53 auch als dominant transaktivierendes Onkogen funktionieren. Bei einer
Uberexpression des Proteins, wie schon angefiihrt, oder bei verlangerter Lebensdauer,
kann das p53 komplexieren und dadurch seine Tumor-supprimierenden Eigenschaften
verlieren. Weiterhin kann sich durch eine p53-missense Mutationen evtl. das Repertoir
der kontrollierten Gene verandern und somit p53 als Onkogen funktionieren (Lane et al.,
1990; Berchuck et al., 1993; Dittmer et al., 1993; Hsiao et al., 1994; Hussain und Harris,
1998).

Ein Verlust der Eigenschaften des p53-Proteins wird auch verantwortlich gemacht fir
eine Instabilitat des Genoms beim OvCa., assoziiert mit einer vermehrten Deletion der
Telomerbereiche (Iwabuchi et al., 1995; Lee et al., 1995). Interessant ist im Zusammen-
hang mit der haufigen Aberration von Chromosom 17 auch der Befund, daf? die Region
17p13.3 in 33% der untersuchten Falle in einer Arbeit von Pieretti et al. (1995c) hyper-

methyliert vorliegt. Zu der Auswirkung einer solchen Hypermethylierung gibt es einige



DISKUSSION 105

Hypothesen. Zum einen besteht die Mdglichkeit, durch Hypermethylierung nahe TSG zu
inaktivieren, wie z. B. beim RB-Gen (Ohtani-Fuijita et al., 1993), zum anderen kann die
genetische Stabilitat reduziert werden. Eine Instabilitat entsteht durch Anderungen in der
chromosomalen Struktur durch die Methylierung und dadurch bedingt zu einem ver-
mehrten Auftreten von Bruchpunkten oder Rekombinationen mit dem Resultat, dal’ Re-
gionen verloren gehen (Baylin et al., 1991). Eine Beteiligung der DNA-Methylierung an
der Karzinogenese kann auch tber eine héhere Punkt-Mutationsrate erfolgen. Desami-
nierung von Methylcytosin kann zu einer Transition von C nach T fuhren.

Das Phanomen der Hypermethylierung korreliert invers mit einem LOH von Chromosom
17. Ein LOH wurde vermehrt bei hochgradigen Tumoren beobachtet, wahrend eine Hy-
permethylierung Uberwiegend bei den geringgradigen Tumoren zu finden war. Der
Ubergang eines geringgradigen in ein hochgradigen Tumor ist also durch Verlust der

hypermethylierten Region gekennzeichnet (Pieretti et al., 1995c).

Schultz et al. (1996) identifizierten zwei Gene in 17p13.3, das OVCAL1 und OVCAZ2.
Durch Northern blot-Analysen konnte die mRNA dieser Gene in normalem Epithelge-
webe der Ovarien nachgewiesen werden, doch die Transkriptions-Raten waren deutlich
reduziert oder in 90% des untersuchten Tumor-Materials und entsprechenden Zellinien
nicht detektierbar (Schultz et al., 1996). In Zellkulturen konnte die inhibierende Wirkung
von OVCAL auf das Wachstum von Tumor-Zellen nach Transfektion nachgewiesen wer-
den (Bruening et al., 1999). Damit sind OVCA1 und OVCA2 weiterere interessante
Kandidaten fur eine ndhere Charakterisierung im Zusammenhang mit dem OvCa.

Wie beim Brustkrebs sind auch beim Eierstockkrebs, trotz LOH, in ca. 30% Amplifika-
tionen von HER2/NEU/ERBB2 (17921-g22) zu beobachten, wobei hier eine Uberex-
pression des Proteins mit der Aggressivitat des Tumors und mit einer schlechten Uber-
lebenszeitrate korreliert und daher erhthte Werte evitl. als prognostische Marker dienlich
sein konnten (Berchuck et al., 1990; Meden et al., 1992, 1995 und 1997; Meden und
Kuhn, 1997).

Eine verminderte Expression beobachteten Zheng et al. (2000) vom BRCA1-Gen
(Genlocus: 17921-922) beim epithelialen OvCa. Die Reduktion der Expression korre-
lierte mit dem Tumor-Stadium. Daraus schlof3 der Autor eine signifikante Rolle des
BRCA1-Proteins bei der Entstehung und Progression auch von sporadischem OvCa.

Eine Hypermethylierung der Promotorregion des BRCA1-Gens wurde in sporadischen
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Brusttumoren beobachtet. Dieses fuhrte zu einer Inhibition der Expression und somit zu
einem Funktionsverlust des Gens (Dobrovic und Simpfendorfer, 1997). Dieses Phano-
men kénnte auch beim sporadischen OvCa. auftreten.

Die haufig von Verlust betroffene Region 17921-g25 ist auch auffallig bei Brusttumoren
und laft daher ein oder mehrere TSG, abgesehen vom BRCA1-Gen, in diesem Bereich
vermuten (Orsetti et al., 1999).

Ein Mitglied aus der Familie der Septin-Gene, welche an der Zytokinese und der Zell-
Zyklus-Kontrolle beteiligt sind, wurde kirzlich in 17925 bei Untersuchungen von OvCa.

identifiziert (ovarian/breast Septin, Russell, AACR 2000).

Desweiteren sind die Gene NF1, RARA und NM23 auf 179 eventuell an der Karzinoge-
nese beteiligt (Iwabuchi et al., 1995). Das nm23-Protein zeigte allerdings in einigen
Studien widerspruchliche Ergebnisse bei einer mdglichen Korrelation zwischen Expres-
sion und Metastasierung beim OvCa. (Mandai et al., 1995). Srivatsa et al. (1996) stell-
ten in ihrer Arbeit eine Korrelation von erhéhter nm23-Protein-Expression und einer ver-

kirzten progressionsfreien Zeit fest.

5.4.5. Tumorgenese des Ovarialkarzinoms

Die Karzinogenese des OvCa. ist zwar noch nicht eindeutig geklart, doch vermehrte
Hinweise leiten die Entstehung der invasiven Formen aus den Vorlauferlasionen, den
benignen und Borderline-Tumoren her. Die friihen Formen sind noch durch eine geringe
Anzahl von genomischen Aberrationen gekennzeichnet, belegt durch wenige oder feh-
lende LOH Funde. Eine Zunahme der numerischen Aberrationen, wahrscheinlich zu-
sammen mit einer Akkumulation von veranderten Genen treten im weiteren Verlauf auf.
Frihe Schritte dabei sind mdglicherweise Alterationen von Chromosom 6, 7 und X,
Verluste von Chromosom 3 und 1 (Diebold et al., 1996), bzw. Chromosom 7 und 9
(Chenevix-Trent et al., 1994; Kerr et al., 1996), von denen LOH-Muster in benignen Tu-
moren gefunden wurden, die auch typisch fir maligne Formen sind. Roy et al. (1997)
fanden in solitaren benignen Tumoren einen haufigen LOH von 7p und 9p in Uberein-
stimmung mit den vorherigen Beobachtungen. Demgegenuber liegt in der Regel noch
keine Inaktivierung von p53 in diesen Stadien vor und scheint daher charakteristisch fur

ein spateres Ereignis bei der Tumorgenese zu sein (Berchuck et al., 1994b; Kim et al.,
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1994). In Ausnahmeféllen zeigten benigne Tumoren allerdings auch eine p53 Mutation,
namlich in enger Nachbarschaft von malignem Gewebe (Zheng et al., 1991, 1993 und
1995). Oftmals finden sich histologisch benigne Tumoren in unmittelbarer Nahe zu inva-
siven Tumor-Arealen, ein Hinweis fur eine Transformation der benignen in die invasive
Form (Puls et al., 1992; Zheng et al., 1993). Die verschieden differenzierten Zellen in
unterschiedlichen Arealen eines Tumors entstehen im weiteren Prozel3 durch klonale

Expansionen (Roy et al., 1997).

Der Befund, dal3 K-RAS-Mutationen auch haufig in Borderline-Tumoren auftreten, unter-
stutzt die Annahme, das diese Mutation ein friihes Ereignis darstellt und zudem die Bor-
derline-Tumoren Vorlaufer von invasiven Tumoren darstellen (Gallion et al., 1995). Wei-
terhin sprechen fur eine Entwicklung des OvCa. aus benignen Formen Uber die Border-
line-Tumoren Mikrosatelliten-Instabilitéaten, die allerdings bei den invasiven Formen feh-
len, und Chromosomenanomalien, z. B. Trisomie von Chromosomen 12 und 7 bei LMP-
Tumoren, wenn auch weitaus seltener als beim OvCa. (Pejovic et al., 1996; Tangir et al.,
1996; Wolf et al., 1996).

Eine CGH-Analyse mit Borderline-Tumoren zeigte einige chromosomale Imbalancen,
die auch in den malignen Formen vertreten sind, z. B. + Chromosom 5 (Wolf et al.,
1999). Es wurde die Theorie aufgestellt, dal3 evtl. verschiedene Mechanismen zu der
Entstehung von Borderline-Tumoren flihren, die sich trotz einer guten Prognose auch zu

letalen Formen weiterentwickeln kénnen (Link et al., 1996 a, b).

Eine gesteigerte Proliferation und invasives Wachstum bei den malignen Formen sind
wahrscheinlich an Veranderungen der Chromosomen 8, 17 und X gekoppelt (Diebold et
al., 1996). Eine weitere Progression von den geringgradigen zu den hochgradigen Tu-
moren zeigt sich in einer Zunahme der genomischen Alterationen. Komplexe genetische
Rearrangements sind typisch fur gering (G3) bis maRig (G2) differenzierte Ovarialkarzi-
nome, sind aber bei den gut differenzierten Karzinomen (G1) der Anfangsstadien selte-
ner zu finden (Pejovic et al., 1992a).

Eine Entwicklung der benignen und LMP-Tumoren zu malignen Tumoren laf3t sich auch
aus den epidemiologischen Daten schlie3en, da das Durchschnittsalter der betroffenen
Patientinnen bei den benignen Formen und zum Teil auch bei den LMP-Tumoren noch
signifikant unter dem der Patientinnen mit maligner Auspragung liegt (Wolf et al., 1996).

Dieser Tatbestand konnte in dieser Arbeit allerdings nicht bestatigt werden.
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Unter der Voraussetzung einer moglichen Transformation von benignen in maligne For-
men ist eine Entfernung der benignen Tumoren, wie sie teilweise schon gangig ist, nach

der Meinung von Wolf et al. (1996) eine durchaus sinnvolle praventive MaRnahme.

Zu einem ganz anderen Ergebnis kommen McCluskey und Dubeau (1997) aufgrund
eigener Untersuchungen und Daten aus bisherigen Veréffentlichungen. Ihrer Meinung
nach entstehen die drei Tumor-Formen unabhangig (de novo) voneinander. Die Dar-
stellung von McCluskey und Dubeau in Abb. 19 gibt deren Theorie von der Pathenoge-

nese von benignen Zystadenomen, LMP-Tumoren und den Karzinomen wieder.
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Normales ovarielles Epithelium

Telomerase Aktivierung

Anderung in de

r DNA Methylierung

Mutation in p53

Fehler im Zellzyklus,
dadurch multiple LOH
und Aneuploidie

LOH von LOH von Chro- LOH von Chro-
Chromosom Xq mosom 6q oder mosom 13 oder
17 Xq
Zystadenoma LMP-Tumor geringgradiges hochgradiges
Karzinom Karzinom

Abb. 19: Chromosomale Veranderungen die nach Meinung von McCluskey und Dubeau
zur Entstehung von benignen (Zystadenoma), Borderline- (LMP) und malignen

Tumoren fuhren; enthnommen aus McCluskey und Dubeau (1997)

Weitere Untersuchungen, vor allem der frihen Stadien, kdnnten helfen, die Tumorgene-

se des OvCa. zu klaren. Aufgrund der spaten Diagnose dieser Erkrankung, meist erst

im fortgeschrittenen Stadium, ist geeignetes Material fur solche Studien allerdings rela-

tiv selten.

5.5. Ergebnisse unter Einbeziehung einer weiteren Studie

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten wurden mit Daten der Freiburger-Studie von Ar-

nold et al. (1996) zusammengefal3t (Kiechle et al., Manuskript in Vorbereitung). In die-

sem, nun 84 Patientinnen umfassenden Kollektiv wurde eine signifikate Korrelation zwi-



DISKUSSION 110

schen den Aberrationen und dem Grading, aber nicht mit den histologischen Subtypen
deutlich.

Die haufigsten Amplifikationen betrafen Chromosom 1q, 3q, 89, 19p und 20q mit einer
Haufigkeit zwischen 55% und 69%. Unterreprasentationen in 50% bis 54% der Falle
wurden bei den Chromosomen 4q, 13q und 18q ermittelt. Diese Werte korrespondieren
mit den zuvor diskutierten in Bezug auf die Haufigkeiten, aber mit einer leicht abwei-
chenden Reihenfolge.

Hochgradige Karzinome (G3) zeigten statistisch signifikant mehr Aberrationen, als die
geringgradigen (G1), ein Befund der in Ubereinstimmung mit den bisher veréffentlichten
Daten steht. Dabei sind vor allem Verluste von 18g und 13q bei undifferenzierten, ag-
gressiveren Tumoren, weniger dagegen bei den endometrioiden Formen beoabachtet
worden. Zusatzlich fehlten bei endometrioiden Tumoren folgenden Aberrationen: -3p, -
7p, +10g und -21g. In undifferenzierten Subtypen fand sich keine Deletion von 2q.
Folgende Veranderungen zeigten eine starke Korrelation zu Anaplasien und einer
schlechteren Prognose: +1q, -4q, -6q, -8p, +8q, +11q, -13q, -18q und +20q.

Mit diesen Befunden kann man schon etwaige prognostische Marker naher eingrenzen.
Fur eindeutigere Aussagen ware es von Nutzen, alle bisher veroéffentlichten Daten zum

OvCa. in einer gemeinsamen Studie genauer zu analysieren.

5.6. Bewertung der CGH-Ergebnisse

Die vergleichenden FISH-Ergebnisse dieser Arbeit belegen in eindeutiger Weise die
Notwendigkeit, CGH-Daten mit anderen zytogenetischen Verfahren zu tUberprifen. Wie
konventionelle zytogenetische Methoden ergaben, sind viele solide Tumore durch einen
polyploiden Karyotyp gekennzeichnet. Fortgeschrittene Ovarialkarzinome zeigen einen
hohen Aneuploidiegrad, Euploidien sind selten (Pfisterer et al., 1994).

Von den insgesamt zehn Patientinnen, bei denen die CGH-Ergebnisse mittels FISH im
Rahmen dieser Arbeit Uberprift wurden, zeigten vier nach der FISH-Analyse einen
aneuploidien Karyotyp und ergaben in der Mehrzahl der untersuchten Loci von der CGH
abweichende Resultate. Es fanden sich in 49 untersuchten Loci unterschiedliche Er-
gebnisse, wobei in 40 Féllen der aneuploider Karyotyp die Ursache der Unstimmigkei-
ten zwischen den beiden Methoden war. Wie schon zu Beginn der Diskussion ausge-

fuhrt wurde, kénnen in der CGH nur relative Veranderungen der Chromosomenhaufig-
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keiten zueinander, nicht aber Zugewinne oder Verluste kompletter Chromosomensatze
oder der Mehrzahl der Chromosomen detektiert werden. Aneuploidien, erst entstanden
nach einer Verdopplung des gesamten Chromosomensatzes, wirden in der CGH einen
abweichenden Karyotyp ergeben. Chromosomale Regionen, die in der CGH unauffallig
erscheinen, liegen tatsachlich in verdoppelter Kopienzahl vor, wahrend in der CGH auf-
gezeigte deletierte Bereiche moglicherweise noch in normaler zweifacher Ausfiihrung zu
finden sind. Nur Amplifikationen werden in dem CGH-Ergebnis richtig wiedergegeben.
Unter diesem Aspekt sind die eben diskutierten CGH-Ergebnisse der 52 Tumor-Félle,
aber auch alle anderen CGH-Daten in der Literatur wesentlich kritischer zu sehen und
teilweise sogar anzuzweifeln. Besonders gilt dies fiir die von der CGH detektierten Ver-
luste. Diese Bereiche kénnten noch in diploider Ausfihrung zu finden sein und sind so-
mit keine Regionen fir potentielle TSG. Dagegen konnten bisher unaufféllige Bereiche
Proto-Onkogene beherbergen, da sie entgegen der CGH-Beurteilung in amplifizierter
Form vorliegen konnten.

Die weiteren diskrepanten Ergebnisse zwischen CGH und FISH, abgesehen von denen
der aneuploiden Falle, sind auf Limitationen beider Methoden zurlickzufiihren, wie schon
zu Beginn der Diskussion ausgefuhrt. Diese Beobachtungen werden in Kiurze als Leit-
artikel in dem Journal ‘Cancer Genetic and Cytogenetic’ veroffentlicht (Jacobsen et al.,
in Druck).

Die Ergebnisse der FISH- und LOH-Analysen sind in ihrer Aussagekraft der CGH
Uberlegen. Allerdings sind solche Untersuchungen erst mit Kenntnis gewisser chromo-
somaler Veranderungen durchzufuhren, um die geeigneten Marker und Sonden einset-
zen zu kénnen. Daher ist eine CGH im Vorfeld weiterer molekular-zytogenetischer Ver-
fahren sinnvoll. Die erhaltenen CGH-Daten sind bei einer gleichzeitigen Abklarung des
Ploidie-Grades z. B. mittels Durchflu3zytometrie und somit richtiger Interpretation von

grundlegender Bedeutung.

5.7. Ausblick

Es mussen fur ein Verstandnis der Geschehnisse auf Zell-Ebene weitere Mutations-
analysen durchgefuhrt werden. Entscheidend fir die physiologischen Ablaufe in der
Zelle sind letztendlich optimale Proteinkonzentrationen und die Funktionalitat der Protei-

ne. Ein Zugewinn an genetischem Material kann durch eine verminderte Transkriptions-
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oder auch Translationsrate, sowie durch eine geringere Aktivitdt oder eine verkirzte
Lebensdauer des betroffenen Proteins mehr oder weniger kompensiert werden. Geno-
misches Imprinting, also die monoallelische Expression bestimmter parenteraler Gene
durch Modifikationen, kann den Totalausfall eines Gens bedeuten, wenn das ‘aktive’
Allel durch LOH verloren geht oder durch andere Mutation verandert wird. Die genauen
Muster des Imprinting sind noch genauso wenig geklart, wie eine mogliche Reversibili-

tat dieser zellularen Modifikationen.

Fur weitere Untersuchungen ist nach Auswertung dieser Arbeit vor allem der 4g-Arm
von Interesse, da noch wenig Gene in diesem Bereich bekannt sind und dieser Arm in
dieser Studie oft von Deletionen betroffen war. Weiterhin sind naturlich gerade die auf-
falligen kleineren Regionen fir folgende Feinkartierungen sehr interessant. Im Zusam-
menhang mit einer Untersuchung der Expressionsmuster und einer Funktionsanalyse
der betroffenen Proteine kbnnen genauere Aussagen zu einer moglichen Relevanz die-

ser Gene bei der Karzinogenese gemacht werden.

Unter Berucksichtigung einer moglichen Polyploidie/Aneuploidie, deren Grad in jedem
Fall vor der Interpretation der CGH-Daten abgeklart werden sollte, wirden die gefunde-
nen chromosomalen Alterationen in ihrer Gesamtheit einen noch weniger Ubersichtli-
chen Karyotyp ergeben. Uber die genaue Art der Aberrationen (z. B. Amplikons: hsr
oder dmins) sowie weiterer strukturellen Veranderungen, die in der CGH nicht erkannt
werden (z. B. Insertionen, Inversionen, Translokationen, Isochromosomen), kbnnen nur
weitere zytogenetische Methoden Aufschlul3 geben. Mit der in diesem Labor weiterent-
wickelten Methode der multi-colour FISH (Weimer et al., 1999) kénnen auch gerade die
sonst nur schwer typisierbaren dmins und weitere kleinere aberrante Chromosomenbe-
reiche unabhangig von der klassischen Karyotypisierung tber das Banderungsmuster
aufgrund ihrer differenzierten Anfarbung mit verschiedenen chromosomenspezifischen
fluoreszenten Farbstoffen eindeutig zugeordnet werden.

Generell kann man davon ausgehen, noch langst nicht alle Gene und deren Proteine, die
die Zellteilung und Differenzierung kontrollieren, zu kennen. Gerade fur ein Verstandnis
der Besonderheiten der Tumorerkrankungen und fir mogliche medizinische Ansétze zur

Bekampfung dieser Krankheiten ist aber dieses Wissen von grundsatzlicher Bedeutung.
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6. Zusammenfassung

Im onkologischen Labor der Klinik fur Gynakologie und Geburtshilfe des Universitatskli-
nikums Kiel wurde die Methode der Comparativen-Genomischen-Hybridisierung (CGH)
etabliert, um mit ihrer Hilfe genetische Veranderungen in Tumormaterial von Ovarialkar-
zinom-Patientinnen zu detektieren und lokalisieren.

In dieser Studie wurden 64 Tumoren mittels der CGH untersucht. Die ermittelten nume-
rischen Aberrationen deckten sich in ihrer Komplexitat und zum grof3ten Teil in den be-
obachteten Uber- und Unterreprasentationen mit bereits publizierten Daten. Bisher wur-
de erst eine deutsche Studie (Arnold et al., 1996) von CGH-Untersuchungen an OvCa.-
Material herausgegeben. Daher war eine Uberpriifung dieser Freiburger Daten mit ei-
ner weiteren Studie aus einer anderen bundesdeutschen Region von Interesse, sowie
ein Vergleich dieser Daten mit anderen OvCa.-CGH-Analysen aus Finnland (Tapper et
al., 1997) und den USA (lwabuchi et al., 1995 und Sonoda et al., 1997). Ubereinstim-
mende Ergebnisse in diesen Studien wurden die Theorie von epigenetischen Faktoren
als Ursache fir die Entstehung des OvCa. in den westlichen Industrielandern unterstuit-
zen.

Zu wiederkehrenden Aberrationen in dieser ‘Kieler-Studie’ gehdrten Zugewinne von
chromosomalem Material von 8q (59,6%), gefolgt von 3q (55,8%), 20 (50%) und
Chromosom 19 (q: 48,1%, p: 46,2%) sowie Chromosom 1 (q: 44,2%, p: 42,3%). Von
Verlusten waren hauptséchlich die Chromosomen 4q (50%), 13q (48,1%), 59, 6q (je
42,3%) und 18q (40,4%) betroffen. Ein Verlust von 17q wurde nicht mit der Pragnanz
ausgemacht, wie sie teilweise andere Studien ergaben. Dabei spielt wahrscheinlich
dieses Chromosom eine nicht unwesentliche Rolle bei der Tumorgenese des Ovarial-
karzinoms.

In der Daten-Analyse wurden die malignen getrennt von den benignen und Borderline-
Tumoren bewertet. Die Gruppe der malignen Tumoren setzte sich Uberwiegend aus
serdsen G3-Stadien zusammen. Die Ergebnisse dieser Studie spiegeln deshalb haupt-
sachlich Charakteristika dieses Subtyps wieder, wahrend in anderen Studien, bei zum
Teil kleineren Fallzahlen, Gruppen mit gro3erer Heterogenitat untersucht wurden. Eine
individuelle Berechnung der Grenzschwellen in der CGH-Auswertung fiihrte zudem noch

zu einer Abgrenzung zu den bisherigen Studien und ist flr die Unterschiede zu anderen
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Daten aus der Literatur mit verantwortlich. Generell zeigen sich beim OvCa. speziell
wiederkehrende Alterationen, die in dieser Studie bestatigt wurden.

Weiterhin wurde zur Uberprifung der CGH-Daten FISH-Untersuchungen auf ‘touch-
Praparaten’ von zehn Patientinnen durchgefiihrt. Bei der Uberpriifung von insgesamt
139 Loci fanden sich 48 diskrepante Ergebnisse, die in der Mehrzahl auf einen poly-
ploiden/aneuploiden Karyotyp zurtickzufiihren waren (bei vier der zehn Patientinnen), der
in der CGH nicht erkannt wird. Dieses Ergebnis zeigt eindeutig die Notwendigkeit, den
Ploidie-Grad vor der Interpretation der CGH-Daten abzuklaren. Unter diesem Aspekt
sind die CGH-Daten dieser und anderer Arbeitsgruppen neu zu bewerten, da sie in ei-

nigen Fallen vermutlich falsch interpretiert wurden.
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