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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

In den letzten Jahren hat sich das Wissen über die genetischen Hintergründe wichtiger

menschlicher Krankheiten durch die Identifizierung krankheitsrelevanter Veränderungen

(Mutationen) im menschlichen Genom erweitert. Ursache vieler Krankheitsbilder sind Wech-

selwirkungen zwischen genetischen und zahlreichen nichtgenetischen (z. B. Mutagene in der

Umwelt) modulierenden Faktoren. Dabei kann die Gewichtung der genetischen Faktoren un-

terschiedlich sein. Monogene Erkrankungen, die durch die genetische Veränderung eines

Gens verursacht werden, sind sehr selten. Häufiger sind multifaktorielle Krankheiten, die

durch eine Vielzahl genetischer und nicht genetischer Faktoren verursacht werden. Die

meisten multifaktoriellen Erkrankungen, wie z. B. Tumorerkrankungen, treten sporadisch auf,

wobei familiäres Vorkommen mit unterschiedlicher Häufung beobachtet wird (durchschnittlich

10-20%) (Wolf G., 2000). Zu vielen komplexen Krankheitsbildern sind inzwischen Kandida-

tengene beschrieben, in denen sowohl Keimbahn- als auch somatische Mutationen nachge-

wiesen werden (Ganten and Ruckpaul, 1998a und b). Obwohl an der Krebserkrankung in der

Regel somatische Mutationen beteiligt sind, werden familiäre Formen von fast allen Tumor-

typen beschrieben. Der Anteil hereditärer Tumoren an der Gesamtheit der Tumoren ist

generell gering (1-5%) kann aber, wie im Fall des Retinoblastoms bis zu ca. 40% betragen

(Buchanan and Cavenee, 1987; Lohmann and Hosthempke, 1998). Beim Mammakarzinom

liegt der Anteil der Karzinome mit einem familiären Hintergrund bei etwa 25%, während 75%

der Karzinome sporadisch entstehen (B. Weber, St. Gallen, 1998).

Die Tumorentstehung und Entwicklung stellt einen Mehrschrittprozeß dar, in dem auf

molekularer Ebene u. a. die Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumor-

suppressorgenen involviert sind (Alberts et al., 1990; Prescott und Flexer, 1990). Angelehnt

an das von Fearon und Vogelstein (Fearon et al., 1990) für das Kolorektalkarzinom vorge-

schlagene Mehrschrittkarzinogenese-Modell kann ein analoges hypothetisches Modell für die

Entstehung des Mammakarzinoms postuliert werden (Beckmann et al., 1997b). Zu den

beeinflussenden Faktoren gehören unter anderem physiologische Wachstumsfaktoren,

Hormone und genetische Veränderungen, die einerseits DNA-Schäden im Erbgut und damit

eine genetische Prädisposition, andererseits spontane DNA-Schäden (Punktmutation,

Deletion, Insetion, Translokation, Amplifikation) umfassen. Erst das Zusammenspiel der

einzelnen Faktoren führt letztendlich zur Entstehung eines invasiven Karzinoms, wobei das

zeitliche Auftreten und die Interaktion der einzelnen Faktoren noch ungenügend erforscht

sind. Genetische Veränderungen betreffen die Gruppen der Onkogene und der Tumor-

suppressorgene.



Einleitung 2

Proto-Onkogene sind Gene, die physiologischerweise wachstumsfördernde Funktionen

besitzen. Durch Aktivierung in Folge genetischer Veränderungen (Punktmutation, Chromo-

somale Translokation oder Gen-Amplifikation) werden diese Proto-Onkogene zu Onkogenen,

die die Tumorentstehung und Progression fördern (Beckmann et al., 1993 und 1997; Prescott

und Flexer, 1990). Aufgrund ihrer Lokalisation, Struktur und Funktion in der Zelle lassen sie

sich in mehrere Klassen einteilen: Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktor-Rezeptoren, GTP-

bindende Proteine und Zellkernproteine (Alberts et al., 1990; Bishop, 1991).

Die Genprodukte von Tumorsuppressorgenen wirken als negative Regulatoren der Zell-

proliferation (Beckmann et al., 1993 und 1997; Alberts et al., 1990). Werden sie inaktiviert,

haben sie die gleiche Bedeutung bei der Entstehung und Progression von Malignom-

erkrankungen wie Onkogen-Produkte. In der normalen Zelle besitzen die Tumorsuppressor-

gene verschiedene Funktionen, wie z. B. in der Zelladhäsion (DCC), der Signaltransduktion

(NF-1, ATM), der Kontrolle der Transkription (TP53, RB, BRCA1, BRCA2) und in der DNA-

Reparatur (BRCA1, BRCA2, ATM). Sie können ebenfalls in die Kontrolle des Zellzyklus

involviert sein (TP53, p21, CDKN2, ATM, BRCA1) und Apoptose induzieren (TP53, BRCA1)

(Bryant, 1993; Chapman and Verma, 1996; Milner et al., 1997; Monteiro et al., 1996; Levine,

1993; Savitsky et al., 1995; Scully et al., 1997; Shao et al., 1996; Sharan et al., 1997).

Abbildung 1.1 "Zwei-Schritt"-Modell von Knudson (1971): Die Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen verläuft in zwei Schritten. Nach der Inaktivierung des ersten Allels durch eine Mutation, kommt
es durch Verlust der Heterozygotie zur Geninaktivierung.

Nach der Zweischritt-Hypothese von Knudsen (1971) erfolgt die Inaktivierung von Tumor-

suppressorgenen in zwei Schritten (siehe Abb. 1.1): Zunächst wird eine Genkopie durch eine

Mutation inaktiviert. Diese Mutation kann eine Keimbahnmutation sein oder sporadisch

entstehen. Der teilweise oder komplette Verlust des zweiten Allels führt dann zur

Wildtyp Inaktivierung des
ersten Allels

Geninaktivierung

1. Schritt

somatische oder
Keimbahn-
mutation

2. Schritt

LOH
"loss of

heterozygosity"
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vollständigen Inaktivierung des Gens und damit zu einem in der Tumorgenese möglicher-

weise entscheidendem Schritt.

1.1. Molekulargenetik des Mammakarzinoms

Im Jahr 1998 erkrankten nach Schätzungen des statistischen Bundesamtes in der Bundes-

republik Deutschland 125.000 Frauen an Krebserkrankungen. Das Mammakarzinom ist die

häufigste Malignomerkrankung bei Frauen in westlichen Industrienationen. In der Alters-

gruppe der Frauen zwischen 35 und 50 Jahren ist das Mammakarzinom die häufigste Todes-

ursache. In Deutschland gibt es etwa 50.000 Neuerkrankungen pro Jahr, die Gesamtzahl

erkrankter Frauen wird auf 450.000 geschätzt. Pro Jahr sterben etwa 17.500 Frauen am

Mammakarzinom.

Unter den etwa 80 Onkogenen, die für menschliche Karzinome bislang als amplifiziert

beschrieben wurden, finden sich bei Mammakarzinomen nur eine kleine Untergruppe. Diese

umfassen die Lokalisation 8q24 (c-MYC), 11q13 (INT2, BCL2, EMS1, FGF3/4, CCND1) und

17q12 (c-ERBB2) (Tsuda et al., 1989; Theillet et al., 1989; Lidereau et al., 1988; McGuire et

al., 1992; Hartmann et al., 1992).

In Familien, in denen auffällig viele an Mammakarzinom erkrankte Familienmitglieder

vorkommen, wurden Gene identifiziert, die als Tumorsuppressorgene von Bedeutung sind.

Bislang sind fünf Gene bekannt, die nachweislich für Mammakarzinome prädisponierende

Gene darstellen und etwa 20-25% aller familiär gehäuft auftretenden Mammakarzinom-

erkrankungen erklären (siehe Tabelle 1.1, Easton 1999).

Gen Lokalisation Geschätzter Anteil
alle Mammakarzinome (%) Familiär gehäufte

Mammakarzinome (%)
BRCA1 17q 1-2 8
BRCA2 13q 1-2 8
TP53 17p <1 <1
PTEN 10q <<1 <1
ATM 11q 2 2

Tabelle 1.1: Bekannte bzw. vermutete Mammakarzinom-Prädispositionsgene

Keimbahnmutationen treten überwiegend in den Genen BRCA1 und BRCA2 auf. Durch sie

werden hohe familiäre Mamma- und/oder Ovarialkarzinom-Risiken bedingt. Ein weiteres Gen,

TP53 prädisponiert zum Li-Fraumeni-Syndrom, zu dem neben anderen Tumorerkrankungen
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auch das (hereditäre) Mammakarzinom gehört, welches bei sehr jungen Frauen auftritt.

Keimbahnmutationen im PTEN-Gen führen zum Cowden-Syndrom, bei dem ebenfalls das

Mammakarzinom eines der Hauptmerkmale ist. Mutationen in einem fünften Gen, dem

Androgenrezeptor-Gen, prädisponieren zu dem sehr selten auftretenen Mammakarzinom

beim Mann (Wooster et al., 1992). Zusätzlich gibt es Hinweise, daß Keimbahnmutationen im

ATM-Gen zu einem erhöhten Mammkarzinomrisiko führen. Eine Assoziation mit einem in der

Bevölkerung selten vorkommenden Allel auf dem HRAS-Genlocus mit einem etwa zweifach

erhöhten relativen Mammakarzinomrisiko wird diskutiert (Krontiris et al. 1993). Da die

Typisierung dieses Genortes technisch sehr aufwendig ist, wurden bisher keine ausreichend

großen Fall-Kontrollstudien zur Überprüfung dieser Assoziation durchgeführt (Easton 1999).

1.1.1. Familiäres Mamma-und/oder Ovarialkarzinom-Syndrom

Das familiäre Mamma- und/oder Ovarialkarzinom-Syndrom ist hauptsächlich auf Keimbahn-

mutationen in den Genen BRCA1 (breast cancer gene 1) und BRCA2 (breast cancer gene 2)

zurückzuführen. In den Tumoren der BRCA1/2-Mutationsträgerinnen zeigte sich in allen

untersuchten Tumoren - in Übereinstimmung mit der Knudson-Hypothese - ein Verlust der

Heterozygotie (LOH) in der BRCA1/2- Region (Niederacher und Beckmann 1998). Die

Detektionswahrscheinlichkeit für eine BRCA1/2- Keimbahnmutation steigt mit dem Alter der

jüngsten Erkrankten bzw. der Anzahl der Erkrankten mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom

in einer Familie. Nicht in allen Risiko-Familien wird eine Kopplung mit dem BRCA1- oder

BRCA2-Lokus gefunden, was für das Vorhandensein von weiteren Suszeptibilitätsgenen

spricht (Ford et al. 1998; Easton 1999). Nach Statistiken des Breast Cancer Linkage

Consortiums kann das kumulative Risiko für Trägerinnen mit einem BRCA1 Gendefekt, bis

zum 70. Lebensjahr an einem Mammakarzinom zu erkranken, bei 82%, für Trägerinnen mit

einem BRCA2 Gendefekt bei 84% liegen (Frauen-Allgemeinpopulation: 9% bis zum 70.

Lebensjahr). Hiervon erkranken mehr als 60% der Patientinnen vor dem 50. Lebensjahr. Das

Risiko der BRCA1 Gendefektträgerinnen bis zum 70. Lebensjahr an einem Ovarialkarzinom

zu erkranken, liegt bei 44%, für BRCA2 Gendefektträgerinnen bei 27% (Frauen-Allgemein-

population: 0,63% bis zum 70. Lebensjahr). In Abhängigkeit von der Lokalisation der Mutation

im BRCA1- oder BRCA2-Gen ist eine Häufung von Mamma- (BRCA1: Exon 11-24) oder

Ovarialkarzinomen (BRCA1: Exon 1-11; BRCA2: Exon 10-11) nachzuweisen (Gayther et al.,

1995 und 1997).
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1.1.1.1. Das Tumorsuppressorgen BRCA1

BRCA1 wurde im Oktober 1994 von Miki et al. kloniert und ist auf dem langen Arm von

Chromosom 17 (17q21) zwischen den Mikrosatellitenmarkern D17S1321 und D17S1325

lokalisiert. Es enthält 24 Exons und erstreckt sich über 100 kb. BRCA1 wird in zahlreichen

Geweben als 7,8 kb großes Transkript exprimiert und kodiert für ein 1863 Aminosäuren

langes Protein von 220.000 Dalton. Die Funktion des BRCA1 Gens in der Zelle scheint

multifunktionell zu sein und ist bis heute noch nicht völlig geklärt. Auf einige Funktionen kann

auf Grund struktureller Eigenschaften und Interaktionen zu anderen Genen geschlossen

werden:

Im N-terminalen Bereich des BRCA1 Gens (AS 1-112) befindet sich ein RING-Finger-Motiv

(Miki et al., 1994). RING-Domänen vermitteln Protein-Protein bzw. Protein-DNA Inter-

aktionen. Viele RING-Finger Proteine vermitteln eine E2 abhängige Ubiquitinierung (Lorick et

al., 1999). In Gegenwart Ubiquitin-konjugierender Enzyme wird u. a. die RING-Domäne des

BRCA1 Gens in vitro ubiquitiniert. Möglicherweise bewirkt BRCA1 mit oder sogar als

Ubiquitin-Protein Ligase die Kennzeichnung von Proteinen, die vom Proteasom abgebaut

werden sollen. Ein BRCA1 Funktionsverlust könnte somit eine hohe Konzentration an proli-

ferationsförderden Proteinen zur Folge haben (Welcsh et al., 2000). Die BRCA1 RING-

Finger-Region ist darüberhinaus die Stelle, an der BRCA1 Heterodimere mit BARD1

(”BRCA1-associated RING domain 1 protein”) (Wu et al., 1996) und BAP1 (”BRCA1 asso-

ciated protein”) (Jensen et al., 1998) ausbildet. BAP1 ist ein de-ubiquitinierendes Enzym. Es

ist fraglich, ob BAP1 zusammen mit BRCA1 die Ubiquitinierung anderer Proteine beeinflußt,

oder ob es für den Ubiquitin-abhängigen Abbau von BRCA1 selbst verantwortlich ist (Welcsh

et al., 2000).

Im C-terminalen Bereich des BRCA1 Gens befinden sich schwach konservierte Wieder-

holungseinheiten BRCT (”BRCA1 C-terminal”), die auf eine Rolle des Gens in der Trans-

kriptionsaktivierung hinweisen. Dies wird auch durch die Interaktion des Gens mit RNA-

Polymerase II, sowie anderen Transkriptionsfaktoren (TFIIF, TFIIE und TFIIH) unterstützt

(Scully et al., 1997b). Intaktes BRCA1 aktiviert u. a. die Transkription des Cyclin-abhängigen

Kinase-Inhibitors p21 und kann dadurch wahrscheinlich einen Zellzyklusarrest bewirken

(Somasundaram et al. 1997). Derzeit noch ungeklärt ist, ob BRCA1 direkt mit p53 interagiert

und die Transkription reguliert, oder ob es sich um voneinander unabhängige Prozesse

handelt.
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Im Exon 11 des BRCA1 Gens konnten zwei Kernlokalisierungsdomänen NLS 1 und 2

(”nuclear localisation signals”) identifiziert werden (Thakur et al., 1997), über die eine Inter-

aktion mit Importin α, einer Untereinheit des nukleären Transport Signal Rezeptors, nachge-

wiesen werden konnte (Chen et al., 1996). Bis heute ist jedoch nicht klar, ob das BRCA1

Protein cytoplasmatisch gespeichert wird und bei seiner Aktivierung in den Zellkern gelangt,

oder ob es immer im Zellkern lokalisiert ist.

BRCA1-mRNA und -Protein werden hauptsächlich während der G1/S- und der G2/M-Phase

exprimiert. Die Wildtypallel-Expression von BRCA1 in proliferierenden Zellen ist erhöht

(Gudas et al., 1995; Vaughn et al., 1996; Wang et al., 1997). In mitotischen Zellen inter-

agieren BRCA1 und BRCA2 mit RAD51. Alle drei Proteine sind in sog. nukleären "Dots"

kolokalisiert, während sie in meiotischen Zellen an den sich neu entwickelnden Spindelfasern

lokalisiert sind (Scully et al., 1997; Chen et al., 1998). In der G1/S-Phase des Zellzyklus wird

die BRCA1-Funktion durch Phosphorylierung reguliert: Durch eine endogene Kinaseaktivität

erfolgt die Hyperphosphorylierung, die Dephosphorylierung ereignet sich in der M-Phase.

Möglicherweise ruft BRCA1 Retinoblastom (RB)-Protein-abhängig einen Zellzyklusarrest

hervor (Aprelikova et al., 1999). In der G2/M-Phase wird vermutet, daß BRCA1 zusammen

mit BRCA2 eine ordnende Funktion der entstehenden Mitosespindeln übernimmt und für eine

geordnete Aufteilung der Chromosomen zu ihren Tochterzellen sorgt (Xu et al., 1999; Lee et

al., 1999). Normalerweise werden in einer nicht unbedeutenden Anzahl mitotischer Zellen

Zentrosomen amplifiziert, was zu einer abnormalen Chromosomenaufteilung und Aneuploidie

führt. G2/M-regulierende Proteine, wie p53- und das Rb-Protein, sind am Zentromer der

Chromosomen lokalisiert. BRCA1 ist während der Mitosephase ebenfalls zentromer lokalisiert

und interagiert mit γ-Tubulin, einem Bestandteil des Zentromers (Hsu und White, 1998).

Mutantes, fehlendes oder Expressions-reduziertes BRCA1 führt möglicherweise zu gene-

tischer Instabilität, da die regulierende Einheit bei der Zentromer-Duplikation gestört ist.

Die Rolle von BRCA1 und BRCA2 bei der DNA-Reparatur und homologen Rekombination

wird aufgrund ihrer Kolokalisation und biochemischen Interaktion mit Proteinen vermutet, von

denen bereits bekannt ist, daß sie Schlüsselrollen im Rahmen dieser Reparaturvorgänge

einnehmen (RAD51, RAD50, BARD1, ATM). BRCA2 und RAD51 interagieren direkt mitein-

ander und kolokalisieren in DNA-geschädigten Zellen in einem BRCA1-BRCA2-RAD51-

Komplex. RAD51 wird sowohl während der Mitose, als auch während der Meiose für die

Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen benötigt. Ein anderes, in homologe Rekombina-

tionsprozesse einbezogenes Protein ist RAD50, welches mit BRCA1 assoziiert. Die Phospho-
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rylierung des BRCA1-Proteins ist bei DNA-Schäden wahrscheinlich ATM-abhängig (Welcsh

et al. 2000). Außerdem konnte eine Funktion von BRCA1 im TCR (”transcription coupled

repair”) gezeigt werden (Gowen et al., 1998).

Beim familiären Mamma- und/oder Ovarialkarzinom sind genetische Veränderungen des

BRCA1 Gens von Bedeutung. In sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen konnten

dagegen bisher nur einige wenige Mutationen des BRCA1 Gens nachgewiesen werden

(Futeral et al., 1994; Merajver et al., 1995;  Langston et al., 1993), obwohl in bis zu 42% der

sporadischen Erkrankungen ein Verlust des BRCA1 Gens mittels intragenischer Marker

(LOH) beschrieben worden ist. Dies kann auf eine wesentliche Bedeutung des Gens und

seines Proteins in der Karzinogenese des sporadischen Mammakarzinoms hinweisen

(Niederacher und Beckmann, 1998). Die meisten sporadischen, entdifferenzierten, duktal

invasiven Mammakarzinome zeigen keine oder nur eine verminderte BRCA1-Expression

(Wilson et al., 1999). Die Hypermethylierung im Promotorbereich von BRCA1 spielt in

sporadischen Karzinomen mit LOH im BRCA1 Bereich eine Rolle bei der Inaktivierung des

zweiten Allels dieses Tumor-Suppressor-Gens (Esteller et al., 2000).

1.1.1.2. Das Tumorsuppressorgen BRCA2

BRCA2 wurde 1996 vonTavtigian et al. kloniert und sequenziert. Es ist auf dem langen Arm

von Chromosom 13 (13q12-13) lokalisiert. Es enthält 27 Exons und erstreckt sich über 70 kb.

BRCA2 wird in zahlreichen Geweben als 11 kb großes Transkript exprimiert und kodiert für

ein 3418 Aminosäuren langes Protein von 384.000 Dalton. Obwohl das BRCA2 Gen dem

BRCA1 Gen im strukturellen Aufbau nicht verwandt ist, scheinen sie doch an gleichen Funk-

tionen in der Zelle beteiligt zu sein. Auch im Fall des BRCA2 Gens ist die Funktion noch nicht

völlig geklärt, jedoch lassen sich Rückschlüsse von Struktur und Interaktion des Gens mit

anderen Proteinen ziehen. Die Expression von BRCA2 zeigt ein simultanes Verhalten zur

BRCA1 Expression. Sie ist zellzyklusabhängig mit der höchsten Expression in der G1- und in

der S-Phase und korreliert mit Proliferation und Differenzierung der Brustepithelzellen (Vaugh

et al., 1996; Rajan et al., 1996).

Wie BRCA1 verfügt auch BRCA2 im Exon 11 über ”BRC-Repeats”. Diese umfassen 8 Kopien

einer 30-80 Aminosäuren langen Sequenz und sind für die Interaktion des BRCA2 Gens mit

RAD51 verantwortlich (Wong et al., 1997). Im N-terminalen Bereich des Gens befinden sich

mögliche Transkriptions-Aktivierungsdomänen; daneben interagiert BRCA2 ebenfalls mit

verschiedenen Transkriptionsregulatoren (Milner et al., 1997). Im C-terminalen Bereich des
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BRCA2 Gens befindet sich ein nukleäres Lokalisierungs-Signal (Mc Allister et al., 1997). Die

Funktion des BRCA2 Proteins bei der Aufteilung der Chromosomen in die Tochterzellen

sowie in der DNA Reparatur wurde in Abschnitt 1.1.1.1 bereits eingehend dargestellt. Derzeit

noch unklar ist die Rolle von BRCA2 bei der transkriptionellen Regulation.

Beim familiären Mamma- und/oder Ovarialkarzinom sind genetische Veränderungen des

BRCA2 Gens von Bedeutung. In sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen konnten

dagegen nur in wenigen Fällen Mutationen des BRCA2 Gens nachgewiesen werden

(Lancaster et al., 1996; Miki et al., 1996). Analog zu BRCA1 weisen LOH Raten von bis zu

40% auf eine Bedeutung des Gens und seines Proteins in der Karzinogenese des spora-

dischen Mammakarzinoms hin (Niederacher und Beckmann, 1998).

1.1.2. Tumorsuppressorgene in sporadischen Mammakarzinomen

Bei der Entstehung der weitaus häufigeren sporadischen Form des Mammakarzinoms bleibt

die Rolle der Gene BRCA1 und BRCA2 bisher unklar. Jedoch spielt eine Vielzahl von

anderen Tumorsuppressorgenen eine entscheidende Rolle. Im folgenden soll auf zwei

weitere Tumorsuppressorgene, die im Rahmen dieser Arbeit analysiert werden, näher einge-

gangen werden.

1.1.2.1. Das Tumorsuppressorgen TP53 (p53)

Das Gen für den Transkriptionsfaktor p53 (Chromosom 17p13) ist derzeit das am besten

studierte Tumorsuppressorgen. Es ist lokalisiert auf dem kurzen Arm von Chromosom 17

(17p13.1) und kodiert für ein 393 Aminosäuren langes Protein von 53.000 Dalton (Wagener,

1996).

Funktionell können verschiedene Domänen unterschieden werden. Der N-terminale Bereich

besitzt eine Transaktivierungsdomäne (Vogelstein und Kinzler, 1992). In diesem Bereich sind

die Bindungsstellen für die Proteine des Transkriptionsapparates, das adenovirale E1B-

Protein und MDM2 lokalisiert (Wagener, 1996). Im mittleren Bereich des Proteins befindet

sich die Core-Domäne, die für die sequenzspezifische DNA Bindung verantwortlich ist

(Gottlieb und Oren, 1996). Die C-terminale Domäne beinhaltet u. a. die Oligomerisierungs-

domäne sowie die Signalsequenz für die Lokalisierung von p53 im Zellkern. Phosphory-

lierungsstellen befinden sich sowohl im N-terminalen, als auch im C-terminalen Bereich. Der

N-terminale Bereich wird durch die DNA-abhängige Proteinkinase, der C-terminale Bereich
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durch die Cyclin-abhängige Kinase, die Proteinkinase C und die Caseinkinase II phos-

phoryliert (Gottlieb und Oren, 1996).

p53 besitzt wichtige Funktionen im Rahmen der Zellzykluskontrolle und der DNA-Reparatur.

In Zellen mit DNA-Schäden kommt es zu einer gesteigerten TP53 Expression, die wahr-

scheinlich auf einer posttranslationalen Proteinstabilisierung beruht. Der Zellzyklus wird in der

G1-Phase unterbrochen, so daß DNA-Reparaturmechanismen wirksam werden können.

Verläuft die DNA-Reparatur erfolgreich, so wird der Zellzyklus fortgesetzt, anderenfalls stirbt

die Zelle ab (Apoptose). Ebenso kann p53 im Übergang von der G2- zur M-Phase im Zell-

zyklus kontrollierend eingreifen (Hermeking et al., 1997). Zellen mit mutantem p53-Protein

arretieren nicht in der G1-Phase. Somit bleibt keine Zeit für DNA-Reparaturen, und die Zelle

akkumuliert mit jeder Zellteilung weitere DNA-Schäden (Varley et al., 1997). p53 wirkt dabei

als Transkriptionsregulator. Der molekulare Mechanismus der Transkriptionsaktivierung

beruht auf der Bindung einer Erkennungssequenz und der Interaktion von p53 mit der

Transkriptionsmaschinerie. Die p53-spezifische Erkennungssequenz besteht aus zwei Kopien

des 10 bp langen Motivs 5´-PuPuPuC(A/T)(A/T)GPyPyPy-3´, wobei der Verlust einer Kopie

oder die Trennung der beiden Kopien um mehr als 13 bp eine Bindung verhindern kann

(Vogelstein und Kinzler, 1992). p53 aktiviert vor allem die Transkription solcher Gene, die in

der Zellzyklusregulation und der Apoptose eine Rolle spielen. p53 reguliert die Transkription

von GADD45, p21 (einem Zellzyklusinhibitor), MDM2 und BAX (ein pro-apoptotisches Gen).

Liegt ein DNA-Schaden in der Zelle vor, und wird intaktes Wildtyp p53 Protein exprimiert, so

spielt die transkriptionale Aktivierung von p21 bei der Arretierung der G1-Phase eine

entscheidende Rolle (Kinzler und Vogelstein, 1997). Das Genprodukt von p21 verhindert die

Bildung von Komplexen aus Cyclin und Cyclin-abhängiger Kinase und hindert die Zelle

daran, von der G1- in die S-Phase überzutreten. Der Signalweg p53 -> p21 -> G1-Arrest

hindert also Zellen mit DNA-Schäden daran, weiter am Zellzyklus teilzunehmen. Die

Transkription anderer Gene mit Proto-Onkogen-Funktion, wie BCL-2, c-MYC und c-FOS,

kann durch p53 unterdrückt werden. Mutationen in TP53 können das Protein daran hindern,

an die regulatorischen DNA-Sequenzen dieser Gene zu binden.

Etwa 50% aller humanen Karzinome zeigen Mutationen im TP53 Gen. Dabei handelt es sich

zumeist um Missensemutationen, die zu 90% in den 4 konservierten Regionen der Core

Domäne vorkommen (Wagener, 1996). Verschiedene Stoffwechselwege können hierdurch

beeinträchtigt werden: Verlust der p53-Tumorsuppressor-Funktionen, der Zellzyklus-Regu-

lation, aber auch der Verlust der apoptotischen Antwort auf DNA-Schäden. Bestimmte Muta-
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tionen können auch zu einem Funktionsgewinn führen, der zusätzlich auf onkogene Eigen-

schaften von p53 hinweist und mit genomischer Instabilität verbunden zu sein scheint

(Gualberto et al., 1998). Zellen mit inaktiviertem p53 haben generell eine erhöhte

Proliferationsrate, eine höhere genomische Instabilität und einen Verlust der G1- zu S-Phase-

Kontrolle. Unter bestimmten Bedingungen kann der Verlust eines funktionsfähigen p53

Proteins zur Apoptose-Resistenz führen (Medina et al., 1998).

1.1.2.2. Der Zellzyklusinhibitor p21

Das p21 Gen ist lokalisiert auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 (6p21.2) und kodiert für

ein 21.000 Dalton großes Protein. Synonym werden auch die Namen WAF1 (”wildtype-p53

activated fragment”) und CIP1 (”cyclin dependent kinase (CDK) interacting protein”) ver-

wandt.

p21 gehört zu der Gruppe der Inhibitoren cyclinabhängiger Kinasen (CDK). Cyclinabhängige

Kinasen sind zellzyklusregulierende Proteine. Sie werden durch die Bindung eines spezi-

fischen Cyclins und einer sich dieser Komplexbildung anschließenden Phosphorylierung

durch CAKs (”CDK activating kinases”) an bestimmten hochkonservierten Threoninbindungs-

stellen koaktiviert. Für die Aktivierung von p21 ist ein quatärer Komplex aus p21, AP2

(”activating protein 2”) und PCNA (”proliferating cell nuclear antigen”) notwendig (Zeng et al.,

1997). Die Inhibierung erfolgt entweder durch Dissoziation des Cyclin-Kinase-Komplexes

oder durch Bindung spezifischer CDK-Inhibitoren (CKIs) (Sherr and Roberts, 1995). Zwei

Klassen von CKIs werden unterschieden. Die INK4-Familie umfaßt p16IN4a, p15INK4b, p18INK4c

und p19INK4d. Sie inhibieren spezifisch CDK4 und CDK6 (Sherr and Roberts, 1995). Die

CIP/KIP-Familie umfaßt die Proteine p21CIP, p27KIP und p57KIP2. Die Proteine dieser Familie

inhibieren ein breiteres Spektrum von CDKs. Überraschenderweise können mindestens zwei

Mitglieder dieser Familie, p21 und p27 in aktiven Kinasekomplexen proliferierender Zellen

gefunden werden (Zhang et al., 1994; Florenes et al., 1996; Soos et al., 1996). Die genaue

Funktionsweise von p21 ist noch ungeklärt. Es scheint aber, daß die Wirkung von p21 auf

CDKs vom stöchiometrischen Verhältnis zwischen p21 und dem CDK-Komplex abhängt. Bei

einem Verhältnis größer 1 kommt es zu einer Inhibierung des CDK-Komplexes, bei einem

Verhältnis kleiner 1 nicht. Am Beispiel von CDK4-Komplexen konnte gezeigt werden, daß p21

nicht nur inhibierend wirkt, sondern in bestimmten Konzentrationen die Komplexbildung von

Cyclin und Cyclin-abhängiger Kinase fördert (LaBaer et al., 1997).
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Die Rolle des p21 Proteins in der Zellzykluskontrolle wird durch verschiedene Bindestellen für

an der Regulation des Zellzyklus beteiligte Transkriptionsfaktoren im Promotorbereich von

p21 bestärkt. Mit Hilfe von Deletionsmutanten konnte im Promotorbereich von p21 eine AP2-

Bindestelle identifiziert werden. AP2 ist ein 52 kDa großer, DNA-bindender Transkriptions-

faktor, der an der Signalkette der terminalen Zelldifferenzierung beteiligt ist (Zeng et al.,

1997). Des weiteren konnten zwei Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor E2F nachge-

wiesen werden (Hiyama et al., 1997), sowie upstream des p21 Promotors zwei Bindestellen

für p53 (El-Deiry et al., 1995). Neben der p53-abhängigen Aktivierung von p21 konnte 1997

gezeigt werden, daß es im Promotorbereich des p21 Gens eine ca. 50 bp große Sequenz

gibt, die für eine BRCA1-abhängige und p53-unabhängige Expressionsaktivierung von p21

verantwortlich ist. Es ist jedoch unklar, ob BRCA1 direkt an diese Sequenz bindet oder über

andere Proteine mit p21 interagiert (Somasundaram et al., 1997).

Der Mechanismus der p21-Wirkung beruht nach überwiegender Meinung verschiedener

Arbeitsgruppen auf Über- oder Unterexpression des Gens. Mutationen des p21 Gens in

sporadischen Karzinomen sind allerdings selten (Shiohara et al., 1994; Vidal et al., 1995;

Ruggeri et al., 1997). Eine reduzierte p21 Expression wird jedoch mit der Entstehung und

Entwicklung sporadischer Kolorektalkarzinome in Verbindung gebracht (Sinicrope et al.,

1998).

1.2. Prädiktive Diagnostik

Die Identifizierung der beiden Gene BRCA1 und BRCA2 und das Wissen um ihre Bedeutung

bei der Entstehung des familiären Mamma- und/oder Ovarialkarzinoms ermöglichen die Ent-

wicklung eines Gentests. In den letzten Jahren ist der Bedarf für Familien mit gehäuftem Auf-

treten von Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen an genetischer Beratung, psychologischer

und medizinischer Betreuung und ggf. einer genetischen Testung gewachsen. Aus diesem

Grund wird seit 1996 eine von der deutschen Krebshilfe geförderte Studie zur Untersuchung

familiärer Mamma-und/oder Ovarialkarzinome durchgeführt. Die Düsseldorfer Frauenklinik ist

eins von 12 deutschen Zentren, die an dieser Studie beteiligt sind. Ziel dieser Zentren ist eine

interdisziplinäre Beratung karzinombelasteter Familien durch Gynäkologen, Humangenetiker,

Psychotherapeuten und Molekulargenetiker. Nach eingehender Beratung kann bei Erfüllung

der Einschlußkriterien eine genetische Testung der Gene BRCA1 und BRCA2 erfolgen. Vom

Ergebnis dieser molekulargenetischen Analyse hängen die weiteren Maßnahmen, wie inten-

siviertes Früherkennungsprogramm oder Angebot präventiver Medikamente oder Opera-

tionen ab (Kuschel et al., 2000).
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Die Analysemethode muß so sensitiv wie möglich sein. Im Sinne der Patienten muß die

genetische Analyse jedoch auch in einem vertretbaren Zeitrahmen erfolgen. Tabelle 1.2 gibt

einen Überblick über die zur Zeit häufig angewandten Analysemethoden.

Methode Vorteile Nachteile
PTT

("protein truncation test")
direkter Test
einfache Durchführung

eingeschränkte Sensitivität (nur
Frameshift- und
Nonsensemutationen)

SSCP
("single strand conformation

polymorphism")

direkter Test
einfache Durchführung

eingeschränkte Sensitivität und
Spezifität (Polymorphismen)

EMD
("enzymatic mutation detection")

direkter Test
hohe Sensitivität

hohe falsch Positivraten
kostenintensiv

DHPLC
("denat. High-performance liquid

chromatogr.")

direkter Test
hohe Sensitivität

Verifizierung der Mutation durch
Sequenzierung
nur heterozygote Mutationen

direkte Sequenzierung direkter Test
"Goldstandard"

arbeitsaufwendig
kostenintensiv

Tabelle 1.2 Methoden der Mutationsdetektion

1.2.1. Direkte DNA Sequenzierung

Die direkte DNA Sequenzierung gilt als der „Goldstandard“ in der Mutationsanalyse. Mit einer

Sensitivität von über 98% gilt sie als die sicherste Methode zum Nachweis von Mutationen.

Die Sequenzierung ist die einzige Methode, die eine Charakterisierung der Mutation bzgl.

ihrer Art und Position zuläßt. Es können alle bekannten Mutationen (Punkt-, Frameshift- und

Nonsensemutationen) sowohl homo- als auch heterozygot nachgewiesen werden. Die voll-

ständige Doppelstrangsequenzierung ist trotz Automatisierung zeitaufwendig und labor- und

kostenintensiv. Dies gilt besonders für die Analyse sehr großer Gene, wie z. B. BRCA1 und

BRCA2, mit uniformer Mutationsverteilung über das gesamte Gen. Aufgrund der hier darge-

stellten Nachteile ist die Durchführung von Vorscreeningmethoden unvermeidbar. Vorscree-

ningmethoden sind direkte Tests, die mit geringem Arbeitsaufwand durchgeführt werden

können. Der Nachteil dieser Methoden liegt oft in einer geringeren Sensitivität (PTT, SSCP)

hohen falsch Positivraten und hohen Analysekosten (EMD). Eine erst kürzlich entwickelte

Vorscreeningmethode hoher Sensitivität ist die DHPLC („denaturing high- performance liquid

chromatography“), auf die im nächsten Abschnitt näher eingegangen wird.
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1.2.2. DHPLC

Die denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie (DHPLC) ist eine Vorscreening-

Methode, die in den letzten Jahren stark an Bedeutung für die Mutationsdetektion gewonnen

hat. Aufbau und Prinzip dieser Methode werden im folgenden am Beispiel des “Wave

Systems” der Firma Transgenomics dargestellt. Das Wave System besteht aus einer Hoch-

druckpumpe, die die flüssige Phase des Systems, bestehend aus zwei Puffern A und B, im

gewünschten Verhältnis über eine Chromatographiesäule pumpt. Die zu analysierenden

Proben werden in einer “Autosampler”-Einheit im Microtiter-Platten Format (8 x 12 Reak-

tionsgefäße) vorgelegt. Durch das darin enthaltene Kühlaggregat wird gewährleistet, daß die

Proben die gewünschte Temperatur haben. Die Injektion der Proben erfolgt automatisch.

Reihenfolge und Analysebedingungen der Injektionen werden im Programm D-7000 HSM

festgelegt. Die Chromatographiesäule selbst befindet sich in einer Ofen-Einheit. Die Proben

werden in einer der Säule vorgeschalteten Temperierungs-Spirale auf die gewünschte

Analysetemperatur erhitzt. Die von der Säule eluierten DNA Fragmente werden über einen

UV-Detektor bei einer Wellenlänge von 260nm detektiert und können bei Bedarf mittels eines

Kollektors fraktioniert werden.

Das Trennprinzip der DHPLC besteht aus zwei verschiedenen Komponenten. Zunächst kann

über die “ion-pair reversed-phase”-Chromatographie die Trennunng doppelsträngiger DNA

Moleküle (dsDNA) zwischen 100 und 1500 bp in Abhängigkeit von ihrer Länge erzielt werden.

Kernstück dieser Chromatographie ist eine Säule, deren Matrix aus 2.1 +/- 0.12 µm großen,

mit Divinylbenzol vernetzten Polystyrol-Partikeln besteht. Diese stationäre Phase ist elek-

trisch neutral, jedoch hydrophob. Die flüssige Phase des Systems wird von zwei Puffern A

und B gebildet, die unterschiedliche Konzentrationen eines amphiphilen Ions (Triethyl-

ammoniumacetat, TEAA) und eines hydrophilen Gegenions (Acetonitril) besitzen. TEAA dient

dabei als Brückenmolekül zwischen dem hydrophoben Säulenmaterial und den negativ gela-

denen DNA Fragmenten. Über die positiv geladenen Ammoniumionen bindet TEAA an das

negativ geladene Phosphatrückgrat der DNA Moleküle. Über die Alkylketten findet die hydro-

phobe Interaktion und damit die Bindung der DNA an die Säulenmatrix statt. Die Ladungs-

dichte an der Oberfläche der dsDNA (Oberflächenpotential) ist konstant. Mit zunehmender

Länge der dsDNA nimmt jedoch die Größe der Kontaktfläche zu, d. h. die Bindung wird

fester. Mit steigender Konzentration von Acetonitril im Elutionspuffer werden die hydrophoben

Wechselwirkungen zwischen TEAA und der Säulenmatrix reduziert und die DNA wird eluiert.

Die Retentionszeit steigt dabei linear zur Größe des DNA Fragments. Ein zweites Trenn-

prinzip dsDNA Moleküle kann über die Kontrolle der Ofen-Temperatur erzielt werden. Bei
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Temperaturen über 50°C kann auf diese Weise eine sequenzabhängige Trennung erreicht

werden. In Abhängigkeit von der Basensequenz ändert sich bei steigender Temperatur das

Schmelzverhalten verschiedener DNA Fragmente. Auf Grund der erhöhten Flexibilität des

Einzelstrang- Anteils (ssDNA) wird die Interaktion zwischen DNA und Säulenmatrix reduziert

und es kommt zu einer vorzeitigen Elution. Im Fall einer heterozygoten Mutation werden nach

Denaturierung und Renaturierung neben den beiden Homoduplices auch die beiden Hetero-

duplices gebildet. Diese zeigen wegen ihrer unterschiedlichen Basensequenzen unterschied-

liche Schmelzverhalten und können so voneinander getrennt werden.
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1.3. Aufgabenstellung

Das Mamma- und/oder Ovarialkarzinom wird in etwa 75% auf einen sporadischen Ursprung

zurückgeführt, während in ca. 25% ein familiärer Hintergrund besteht. Dieser wird in ca. 5-

10% auf Keimbahnmutationen der beiden Brustkrebsgene BRCA1 und BRCA2 zurück-

geführt. Seit 1994 besteht eine interdisziplinär arbeitende Tumorrisikosprechstunde der

Frauenklinik Düsseldorf (gynäkologische Onkologie, Humangenetik, Psychotherapie,

Molekulargenetik) für Hochrisikofamilien mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomerkran-

kungen, die seit Dezember 1996 von der Deutschen Krebshilfe als eines von zwölf Zentren in

Deutschland gefördert wird (Beckmann et al., 1997a und 1998; Kuschel et al., 2000a). Ein

Schwerpunkt der Forschungsaktivitäten ist die genetische Analyse der Brustkrebsgene

BRCA1 und BRCA2 in hereditären sowie sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen.

Hieraus ergaben sich die folgenden Fragestellungen:

1) Für die hereditären Mamma- und/oder Ovarialkarzinome sollte die direkte Sequenzierung

des BRCA2 Gens als sensitivste Methode der Mutationsdetektion in einem automatisierten

Verfahren etabliert werden. Da die direkte Sequenzierung jedoch sehr zeit- und kostenin-

tensiv ist, sollte darüberhinaus die Methode der DHPLC als Vorscreeningmethode zur Detek-

tion von BRCA1 und BRCA2 Mutationen etabliert werden.

2) In sporadischen Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen spielen Mutationen der Gene

BRCA1 und BRCA2 im Gegensatz zu den hereditären Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen

offensichtlich keine Rolle bei der Inaktivierung dieser Gene. Trotzdem deuten die LOH Analy-

sen auf eine Funktion dieser Gene bei der Entstehung der sporadischen Karzinome hin.

Expressionsanalysen des BRCA1 Gens und des p21 Gens sowie RFLP-Analysen des

BRCA1 Gens sollten zum einen alternative Inaktivierungsmechanismen, wie z. B. reduzierte,

bzw. allelspezifische Expression des BRCA1 Gens untersuchen und zum anderen Hinweise

auf eine mögliche Funktion des BRCA1 Proteins als Transkriptionsaktivator von p21 in der

Zellzykluskontrolle bestätigen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patientenmaterial

2.1.1. Proben für die BRCA1 und BRCA2 Analyse

Für die BRCA1- und BRCA2-Analyse wurden Blut und Tumormaterial von Familienmit-

gliedern aus Familien mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen verwendet. Die Einschluß-

kriterien, die in der Studie der deutschen Krebshilfe zum familiären Brustkrebs festgelegt

wurden, beinhalten:

1.  Mindestens 2 Personen der Familie (Mutter, Tochter, Schwester oder selbst erkrankt)

haben ein Mamma-und/oder Ovarialkarzinom, wobei mindestens eine Frau zum Zeitpunkt

der Erkrankung unter 50 Jahre alt gewesen ist.

2.  Eine Frau in der Familie (Mutter, Tochter, Schwester oder selbst erkrankt) hat ein einsei-

tiges Mammakarzinom, wobei die Erkrankung im Alter von 30 Jahren oder früher aufge-

treten ist.

3.  Eine Frau in der Familie (Mutter, Tochter, Schwester oder selbst erkrankt) hat ein beidsei-

tiges Mammakarzinom oder ein Mamma- und Ovarialkarzinom.

4.  Eine Frau in der Familie (Mutter, Tochter, Schwester oder selbst erkrankt) hat ein Ovarial-

karzinom, wobei die Erkrankung im Alter von 40 Jahren oder früher aufgetreten ist.

5.  Ein männlicher Verwandter hat ein Mammakarzinom.

6.  Hinweise auf das Vorliegen von Tumoren aus dem Spektrum des Li-Fraumeni-Syndroms.

2.1.2. Tumormaterial

2.1.2.1. Mammakarzinome

Tumor- und Normalgewebe von Mammakarzinompatientinnen mit sporadischem Mamma-

karzinom [invasiv ductal (IDC) und invasiv lobulär (ILC)], die im Zeitraum von Oktober 1992

bis heute in der Frauenklinik der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf behandelt wurden,

wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Normal-DNA konnte

außerdem aus Blutlymphozyten der Patientinnen isoliert werden. Die histopathologische

Beurteilung umfaßt:
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TNM-Klassifikation (nach den Richtlinien der UICC): T = Tumorgröße, N = Befall der regio-

nären Lymphknoten, M = Fernmetastasen

Histologisches Grading (Klassifikation nach Graden nach Scarff-Bloom-Richardson)

Hormonrezeptorstatus: Östrogen- und Progesteronrezeptor.

Die klinischen Daten der untersuchten Tumoren sind in Tabelle 10.1 zusammengefaßt.

2.1.2.2. Ovarialkarzinome

Tumormaterial von 26 im Zeitraum von 1993-1997 in der Frauenklinik der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf behandelten Patientinnen mit Ovarialkarzinomen wurde in flüssigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Normal-DNA wurde aus Blutlymphozyten

gewonnen. Die hystopathologische Beurteilung erfolgte analog zu den Mammakarzinomen.

Zellinien

Die verwendeten Zellinien wurden von “American Type Culture Collection” (ATCC) bezogen

und sind folgendermaßen charakterisiert:

BT-20 (ATCC HBT 19)

BT-20 ist eine Mammakarzinom-Zellinie, die 1958 von E.Y. Lasfargues und L. Ozello aus

dem Tumor einer 74-jährigen Patientin kultiviert wurde. Die Zellen sind hyperdiploid und zei-

gen zahlreiche Chromosomenanomalien, wie z. B. Brüche, Translokationen und Fragmen-

tierungen.

MCF-7 (ATCC HTB 22)

Diese Mammakarzinom-Zellinie wurde durch H.D. Soule et al., 1973 durch Punktion nach

einem Pleuraerguß bei einer 69-jährigen Patientin isoliert. Die Zellen sind hypertriploid. Die

Zellinie ist ER positiv, der PgR wurde nicht bestimmt.

SK-BR-3 (ATCC HBT 30)

Die Zellinie wurde 1970 von G. Tempe und L.J. Old aus dem Mammakarzinom einer 43-

jährigen Frau etabliert. Die Zellen sind hypertriploid bis hypotetraploid.



Material und Methoden 18

2.2. Zellkultur

2.2.1. Zellkulturlösungen

- DMEM (Dulbecco´s modified eagle-Medium, mit 110 mg/l Glucose und dem Indikatorfarb-

stoff Phenolrot von Gibco BRL)

- Antibiotika/Antimykotik-Lösung (10000 IE Penicillin, 10000 µg Streptomycin, 25 µg

Amphotericin B in 0,85% Kochsalzlösung, Gibco BRL)

- MEM-Vitamin-Lösung 100 x (NaCl, D-Ca Panthothenat, Cholinchlorid, Folsäure, i-Inositol,

Nikotinamid, Pyridoxal HCl, Riboflavin und Thiamin, Gibco BRL)

- 0,05% Trypsin/0,02% EDTA (Gibco)

- PBS (Seromed)

2.2.2. Kulturbedingungen

Alle Zellinien wurden in DMEM (Dulbecco´s modified eagle-Medium, mit 110 mg/l Glucose

und dem Indikatorfarbstoff Phenolrot von Gibco BRL) kultiviert. Zugesetzt wurden dem

Medium 10% FCS, Antibiotika/Antimycotica/L-Glutamin-Lösung und MEM 100 x Vitamim-

lösung.

2.2.3. Kultivierung der Zellinien

Die Zellen wurden in 250 ml Gewebekulturflaschen (Greiner GmbH, Solingen) in 10 ml

Medium kultiviert. Die Zellen wurden bis zu konfluentem Wachstum im Begasungsbrut-

schrank (Heraeus) bei 37°C mit 5% CO2 und 95% konstanter Feuchte bebrütet. Zweimal

wöchentlich erfolgte ein Mediumwechsel mittels steriler Einmalpipetten.

2.2.4. Subkultivierung und Ernten der Zellen

Wenn der Boden der Gewebekulturflasche zu 80-90 % bewachsen war, erfolgte die Passa-

gierung von Zellen konfluenter Kulturen. Hierzu wurde das Medium entfernt, die adhärenten

Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA-Lösung maximal 5

Minuten bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen vom Flaschenboden abgelöst hatten. Die

Inaktivierung des Trypsins erfolgte durch Zugabe gleichen Volumens Zellkulturmedium.

Anschließend wurden die Zellen in ein steriles Gewebekulturröhrchen überführt. Nach 5

minütiger Zentrifugation bei 1000 rpm wurde das Zellpellet in Medium resuspendiert. Die

Zellen wurden mit einer Kanüle vereinzelt. Schließlich erfolgte die Bestimmung der Zellzahl

mit Hilfe einer Thoma-Kammer. Zum Anlegen einer neuen Kultur wurde entsprechend der
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verwendeten Gewebekulturflasche die jeweilige Zellzahl ausgesät (ca. 5 x 105 Zellen in 10 ml

frischem Medium in 250 ml Gewebekulturflaschen). Zur DNA-Isolierung wurden ca. 1 x 107

Zellen in Eppendorf-Cups aliquotiert und bei –20 °C  gelagert.

2.2.5. Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen wurden wie unter 2.2.4 beschrieben geerntet. 5 x 106 Zellen wurden in 1 ml Ein-

friermedium (Kulturmedium mit 10% DMSO) resuspendiert und in Kryoröhrchen (2 ml,

Greiner) bei -80°C eingefroren. Nach 12 Stunden erfolgte eine Überführung in flüssigen

Stickstoff.

2.3. DNA Isolierung

2.3.1. Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Nach der Entnahme aus der -80°C Truhe wurde das Tumor- bzw. Normalgewebe mit einem

Skalpell zerkleinert und nach Abkühlung in flüssigem Stickstoff mechanisch im Mikrodis-

membrator (Braun Biotech Int., Melsungen) 1 Minute bei 2000 rpm pulverisiert. Anschließend

wurde das Gewebe in 3-4 ml Verdaupuffer (10mM Tris/HCl, pH 8.0; 25mM EDTA, pH 8.0;

100mM NaCl, 0.5% SDS) mit Proteinase K (0.1 mg Proteinase K/ml Verdaupuffer) resus-

pendiert und über Nacht bei 50°C unter Schütteln inkubiert. Die Extraktion der DNA erfolgte

mit PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhältnis 25:24:1). Die Proben wurden dazu

im gleichen Verhältnis mit PCI gemischt und zur Phasentrennung für 10 Minuten bei 2000

rpm zentrifugiert. Der wässrige DNA-haltige Überstand wurde in ein frisches Röhrchen über-

führt und zur vollständigen Entfernung des Phenols mit gleichem Volumen Chloroform/ Iso-

amylalkohol (24:1) gemischt und erneut zentifugiert. Die Fällung der DNA erfolgte durch

Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem absoluten Ethanol und 0,5 Volumen Ammoniumacetat.

Nach mindestens 60 Minuten bei -20°C wurde die präzipitierte DNA durch Zentrifugation (15

Minuten bei 4000 rpm) sedimentiert und anschließend mit 1 ml 70%-igem Ethanol gewaschen

und erneut zentifugiert. Nach vollständiger Entfernung des Ethanols wurde die DNA getrock-

net und in Aqua dest. gelöst. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit

einem Lambda Bio UV/VIS Spektrometer von Perkin Elmer bei 260 und 280 nm (1E260nm ent-

spricht 50 µg/ml DNA).
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2.3.2. Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen

Frisch geerntete Zellen oder bei -20°C gelagerte Zellen wurden in Verdaupuffer resuspendiert

(0,3 ml Verdaupuffer / 3 x 107 Zellen). DNA-Extraktion und Fällung erfolgten wie unter 2.3.1

beschrieben.

2.3.3. Isolierung genomischer DNA aus Blutlymphozyten

Zur Isolierung von DNA aus Lymphozyten wurde zunächst 3 ml Patientenblut (mit 0,1 mM

EDTA) mit 9 ml Erythrozyten-Lysispuffer (155 mM Ammoniumchlorid, 10mM KHCO3, 0,1 mM

EDTA, pH 7,4) versetzt, gemischt und für mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die

Lymphozyten wurden bei 4°C, 1000 rpm für 10 Minuten abzentrifugiert. Nach der Entfernung

des Überstandes mit den lysierten Erythrozyten wurde das Lymphozytenpellet mit 5 ml PBS

gewaschen und zentrifugiert (1000 rpm, 10 Minuten, 4 °C). Danach wurden die Lymphozyten

in 3 ml SE-Puffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8,0) mit 10% SDS resuspendiert. Nach

Zugabe von 100 µg Proteinase K erfolgte eine Inkubation über Nacht bei Raumtemperatur.

Zur Aufreinigung wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion wie unter 2.3.1 beschrieben

durchgeführt. Die Lymphozyten wurden bei –20°C gelagert, sofern die DNA-Isolierung nicht

im direkten Anschluß an die Lymphozyten-Isolierung erfolgte.

Zur DNA-Isolierung wurden ausschließlich Mikrozentrifugations-Säulen verwendet (Qiagen).

200 µl Vollblut gemischt mit 25 µl Proteinase K (20 µg/µl)  und 200 µl Puffer AL wurden zur

Zell-Lyse für 10 Minuten auf 70°C erwärmt. Nach Zugabe von 210 µl Ethanol (96%) wurde

das Gemisch auf eine Mikrozentrifugations-Säule gegeben, für 1 Minute zentrifugiert (Mikro-

zentrifuge), zweimal mit je 500 µl Puffer AW beschickt und durch Zentrifugation jeweils für 1

Minute gewaschen. Anschließend wurde die Säule ein weiteres Mal für 2 Minuten zentrifu-

giert, um eventuelle Pufferreste sicher zu entfernen. Die in der Säule zurückgehaltene DNA

wurde mit 200 µl 10 mM Tris-HCl (pH 9,0, 70°C) durch Zentrifugation für 1 Minute eluiert. Die

DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

2.4. RNA Isolierung

Um bei der RNA Isolierung Kontaminationen durch RNAsen zu vermeiden, müssen alle ver-

wendeten Lösungen mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt werden. Hierzu wird DEPC

im Verhältnis 1:10 mit absolutem Ethanol gemischt und anschließend im Verhältnis 1:100 den

entsprechendn Lösungen zugesetzt. Nach Inkubation bei 37°C über Nacht werden die

DEPC-Lösungen autoklaviert.
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2.4.1. RNA Isolierung aus Gewebe

Der Gewebeaufschluß erfolgte wie unter 2.3.1 beschrieben. Das pulverisierte Gewebe wurde

in 1 ml Trizol (Gibco BRL, Eggstein) aufgenommen und homogenisiert. Nach 5 Minuten Inku-

bation bei Raumtemperatur (RT) wurden 200 µl Chloroform zugegeben und die Proben ca 15

Sekunden geschüttelt. Nach 2-3 Minuten Inkubation bei RT wurden die Proben für 15 Minu-

ten bei 4°C und 12000 rpm zentrifugiert. Die wässrige RNA-haltige Phase wurde in ein neues

Eppendorf Cup überführt und mit 500µl Isopropanol versetzt. Nach 10minütiger Inkubation

bei RT wurde die präzipitierte RNA durch Zentrifugation (10 Minuten, 4°C, 12000 rpm) pelle-

tiert, mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut für 5 Minuten bei 9500 rpm und 4°C

zentrifugiert. Nach vollständiger Entfernung des Ethanols wurde das RNA Pellet im Heizblock

bei 55°C für 5-10 Minuten getrocknet und in 20 bis 100 µl DEPC-Wasser resuspendiert. Die

Bestimmung der RNA Konzentration erfolgte photometrisch.

2.4.2. RNA Isolierung aus Zellkulturen

Frisch geerntete Zellen wurden mit 10 x PBS gewaschen und anschließend in 1 ml Trizol

resuspendiert. Die RNA Isolierung erfolgt wie unter 2.4.1 beschrieben.

2.5. cDNA Synthese

Bei der cDNA Synthese wurden mit Hilfe der Reversen Transkriptase unter Einsatz unspezi-

fischer Random Primer (Hexanukleotide) 5µg Gesamt-RNA in cDNA translatiert. Der Einsatz

unspezifischer Random Primer ermöglicht es, mehrere Transkripte gleichzeitig zu unter-

suchen und auch zu quantifizieren. Zunächst wird die RNA (5µg) für 5 Minuten bei 95°C

denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde der Reaktionsansatz so

pipettiert, daß folgende Konzentrationen vorlagen: 50 mM KCl, 10 mM Tris/HCl, 7.5 mM

MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 15 mM DTT, je 1 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 1 U/µl RNasin,

1000 pmol Random Primer und 9.5 U (0.5 µl) Reverse Transkriptase. Für die cDNA Synthese

wurde der Reaktionsansatz 10 Minuten bei 25°C und danach 45 Minuten bei 42°C inkubiert.

Anschließend wurde die Reverse Transkriptase durch 5 Minuten bei 95°C inaktiviert. Nach

Abkühlung auf Eis wurden die cDNA Proben bei -20°C gelagert.

2.5.1. Kontrolle der cDNA durch ß-Actin PCR

Die synthetisierte cDNA wurde mittels einer ß-Actin-PCR auf eine Kontamination mit geno-

mischer DNA und ihre Qualität untersucht. Die Primer (ß-Actin: 5´-
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AGAGATGGCCACGGCTGCTT-3´; 5´-ATTTGCGGTGGACGATGGAG-3´; 35 Zyklen: 94°C 1

Minute, 62°C 1 Minute, 72°C 1Minuten) waren so gewählt, daß genomische DNA aufgrund

der zusätzlichen Intronsequenzen mit 652 bp ein größeres Fragment ergab als das cDNA-

Fragment (446bp).

2.6. PCR-Amplifikation

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen.

Die PCR Reaktionen wurden in 50 µl Ansätzen pipettiert. Sie enthielten 50 ng DNA, 1 x PCR

Reaktionspuffer, jeweils 125 µM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 5´- und 3´- Primer

sowie Taq Polymerase. Die Sequenzen der einzelnen Primer sind den Tabellen 2.1 - 2.10 zu

entnehmen. Sollte eine Detektion mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers erfolgen, so war der 5´-

Primer Cy5-markiert. Für die PCR Reaktionen wurden verschiedene Taq Polymerasen einge-

setzt. Die PCRs zur Amplifikation von Fragmenten, die auf der DHPLC analysiert werden

sollten, mußten, um die Fehlerrate möglichst gering zu halten, mit der Expand High Fidelity

TaqPolymerase (Roche) amplifiziert werden. Diese verfügt über eine 3´-5´-Exonuklease Akti-

vität. Außerdem müssen die PCR Produkte in Cyclern mit beheizbarem Deckel (Thermo-

cycler der Firma Biometra) amplifiziert werden. Dadurch wird eine Überschichtung des PCR-

Ansatzes mit Mineralöl, das zur Zerstörung der Säulenmatrix führt, vermieden. Auch die

automatisierte PCR Amplifikation der BRCA1 und BRCA2 Fragmente zur Sequenzierung

benötigte eine spezielle Polymerase. Hier kam die HotStarTaq DNA Polymerase der Firma

QIAGEN zum Eisatz. Die Amplifikation erfolgte in einem MWG PTC 200 Cycler mit beheiz-

barem Deckel. Für alle anderen PCR Reaktionen wurde Taq DNA Polymerase (amersham

pharmacia biotech) eingesetzt. Für diese Reaktionen wurde ein Hybaid Omnigene PCR-

Cycler benutzt. Zum Schutz vor Verdunstung mußten diese Reaktionen mit 2 Tropfen Mine-

ralöl überschichtet werden. Zur Vermeidung unspezifischer Nebenreaktionen wurden die

PCR Reaktionen mit einem “Hot-Start” gestartet, d. h. die Polymerase wurde während einer

Vorlaufphase von 10 Minuten bei 94°C zugegeben. Die PCR Bedingungen der einzelnen

Reaktionen sind in den Tabellen 2.11-2.17 zusammengefaßt. Am Schluß jeder PCR Reaktion

wurde eine “final extension” (8 Minuten bei 72°C) durchgeführt, um einen vollständigen

Abschluß aller Reaktionen zu ermöglichen.
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Tabelle 2.1: Primer zur BRCA1 Amplifikation für die direkte Sequenzierung. Alle Forward- Primer sind
mit der M13 Universal Sequenz (CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT), alle Reverse- Primer sind mit
der M13 Reversal Sequenz (CAGGAAACAGCTATGACC) versehen. Dadurch wird es möglich, Cy5-
markierte M13-Primer als Sequenzierprimer für alle Exons des BRCA1 Gens zu verwenden.

Exon         5’  Primer         3’  Primer  Länge(bp)
  1. TAGCCCCTTGGTTTCCGTG TCACAACGTTACGCCTC       316 bp
  2. GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT       248 bp
  3. CTCAGTTCCTGACACAGCAGAC GGAGGTTGGATTTTCGTTCTCACTTA       349 bp
  4. GTCAAAGAGATAGAATGTGAGC CCCGTCTCTACAGAAAACAC       200 bp
  5. GGCTCTTAAGGGCAGTTGTGAG CTTTTCCTACTGTGGTTGCTTCC       241 bp
  6. AAGGTTGATAATCACTTGCTG GTAATGTGCAAACTTCCTG       210 bp
  7. GCATACATAGGGTTTCTCTTGG TCGGGTTCACTCTGTAGAAG       217 bp
  8. CATGTTAGCTGACTGATGATGG GGAATCCAGCAATTATTATTAAATAC       271 bp
  9. TACCTGCCACAGTAGATGCTCAG AATAGGAAAATACCAGCTTCATAGA       219 bp
 10. TAAGATTGGTCAGCTTTCTGTAATC ACAGTACTGTATCTACCCACTCTC       255 bp
 11.1 GATTTCCACCTCCAAGGTGTATGA GGGAGTCCGCCTATCATTACAT       415 bp
 11.2 ACAGCCTGGCTTAGCAAGGAG ATGAGGATCACTGGCCAGTAAGTC       385 bp
 11.3 TGTATTGGACGTTCTAAATGAGGT TGTGGCTTCAGTAACAAATGCTCC       239 bp
 11.4 AGAGTTCACTCCAAATCAGTAGAGAG TCTATTGGGTTAGGATTTTTCTCA       381 bp
 11.5 CAAACGGAGCAGAATGGTCA GCCTGGTAGAAGACTTCCTCCTC       244 bp
 11.6 ACAATTCAAAAGCACCTAAAAAG CTCTGGGAAAGTATCGCTGTCAT       296 bp
 11.7 GCAACTGGAGCCAAGAAGAGTAAC TTTTGCCTTCCCTAGAGTGCTAAC       363 bp
 11.8 TATGGCACTCAGGAAAGTATCTCG GCGCTTTGAAACCTTGAATGTAT       270 bp
 11.9 ACAGTCGGGAAACAAGCATAGAA TTTGGCATTATCAACTGGCTTATC       314 bp
 11.10 AGGCTTTCCTGTGGTTGGT ACTGGAGCCCACTTCATTAGTAC       392 bp
 11.11 CCAAGTACAGTGAGCACAATTA AGATGCATGACTACTTCCCATAGG       372 bp
 11.12 TCCTGGAAGTAATTGTAAGCATCC GGCCCCTCTTCGGTAACC       325 bp
 11.13 TCCTAGCCCTTTCACCCATACA AGATGCCTTTGCCAATATTACCTG       274 bp
 11.14 TGCTACCGAGTGTCTGTCTAA AGAAAGGATCCTGGGTGTTTGTAT       211 bp
 11.15 GCTAGCTTGTTTTCTTCACAGTGC AAATGTGCTCCCAAAAGCATAAA       301 bp
 12. CCAGTCCTGCCAATGAGAAGAAA TGTCAGCAAACCTAAGAATGT       266 bp
 13. CATTTAATGGAAAGCTTCTCAAAG AAATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC       329 bp
 14. ATTCTAACCTGAATTATCACTATCA AAAGTGTATAAATGCCTGTATGCAAA       318 bp
 15.1 TGGCTGCCCAGGAAGTATG ACATCAACAACCTTAATGAGCT       191 bp
 15.2 ATAGGTGGTACATGCACAGTT AACCAGAATATCTTTATGTAGGA       232 bp
 16.1 AATTCTTAACAGAGACCAGAAC ATTGCATTATACCCAGCAGT       284 bp
 16.2 AAAGTTCCCCAATTGAAAGT AAAACTCTTTCCAGAATGTTGT       249 bp
 17. GTGTAGAACGTGCAGGATTG  TCGCCTCATGTGGTTTTA       263 bp
 18. GAGGCTCTTTAGCTTCTTAGG AAAGAGACCCATTTTCCCAGCA       366 bp
 19. CTGTCATTCTTCCTGTGCTC CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC       249 bp
 20. ATATGACGTGTCCTGCTCCAC GGGAATCCAAATTACACAGC       401 bp
 21. AAGCTCTTCCTTTTTGAAAGTC GTAGAGAAATAGAATAGCCTCT       298 bp
 22. TCCCATTGAGAGGTCTTGCT GAGAAGACTTCTGAGGCTAC       297 bp
 23. CAGAGCAAGACCCTGTCTC ACTGTGCTACTCAAGCACCA       255 bp
 24. ATGAATTGACATAATCTTCTGC GTAGCCAGGACAGTAGAAGGA       280 bp
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Tabelle 2.2: Primer zur BRCA2 Amplifikation für die direkte Sequenzierung. Alle Forward- Primer sind
mit der M13 Universal Sequenz (CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT), alle Reverse- Primer sind mit
der M13 Reversal Sequenz (CAGGAAACAGCTATGACC) versehen. Dadurch wird es möglich, Cy5-
markierte M13-Primer als Sequenzierprimer für alle Exons des BRCA2 Gens zu verwenden.

Exon           5’  Primer           3’  Primer  Länge(bp)
  1. CTGAGAAAATACCCGCAAGC  TGGACTGGGACTGCGGAAG       376 bp
  2. CAGGAGATGGGACTGAATTAG TACTGGGTTTTTAGCAAGCAT       302 bp
  3. TCTTTAACTGTTCTGGGTCAC AGTTTGTAGTTCTCCCCAGTC       362 bp
  3 kurz TTTTAAATAGATTTAGGACCAATAA AGTTTGTAGTTCTCCCCAGTC       300 bp
  4. TAAACACTTCCAAAGAATGCA GCTCTTAGCCAAAATAATTAGC       288 bp
  5.-6. TGCCAGTTTTTTAAAATAACC  TGTTAAATCTCAGGGCAAAGG       313 bp
  7. TACCTTTGCCCTGAGATTTAC ATCAACCTCATCTGCTCTTTC       318 bp
  8. GATGTGCTTTTTGATGTCTGA GAGACAGCAGAGTTTCACAGG       305 bp
  9. GGATAAGGGGGGACTAC CAACAACAACAAAAAAACCTG       232 bp
 10.1 CTATGAGAAAGGTTGTGAGAAT CCTTGGAGATTTTGTCACTTC       442 bp
 10.2 AATGTAGCAAATCAGAAGCC TGCATTGAAAGTCTCTTTAGG       450 bp
 10.3 CAGTGGCTTCTTCATTTCAG AGAGGTACCTGAATCAGCATT       440 bp
11.1a AGTGAATGTGATTGATGGTAC CATGACAGAGAATCAGCTTC       277 bp
11.1b ACAGTAATCTCTCAGGATCT TTTGTATGATTCTTTGCCTCT       341 bp
 11.2 GAAAATGCCAGCACTCTTAT TGGATTGACAGTTATTTTTGAA       342 bp
 11.3a CAATTCAACCAAAACACAAA CAAGGAGATGTCCGATTTTA       384 bp
 11.3b TTGCAGAGGAGAACAAAAAT TTAATTGACTGAGGCTTGCT       346 bp
 11.4 TTGTAAATACCTTGGCATTAGAT TGCATTCCTCAGAAGTGGTC       339 bp
 11.5a ATGGAAAAGAATCAAGATGTAT ACAGTTTCACAGCTTTTTGC       328 bp
 11.5b GTTTTAGGGGCTTTTATTCT ACTGGCAGCAGTATATTTGTT       341 bp
 11.6 TTGAAATGACTACTGGCACTT TTGAGCTTTCGCAACTTCC       296 bp
 11.7 GCCAGTTTATGAAGGAGGG CAACTGGGACACTTTCTTTC       384 bp
 11.8 AAGTTATGAGGAAACAGACATAGTT TCAATGGTCTCACATGCTAA       318 bp
 11.9 AGTACAGAGAGGCCTGTAAAGA CAAATAATTTCCTACATAATCTGC       443 bp
 11.10 TGGCTTAGAGAAGGAATATTTG AGCTAGTCACAAGTTCCTCAAC       376 bp
 11.11 AAATGCATACCCACAAACTG AAAAACCTTATGTGAATGCG       373 bp
 11.12 TGGATGATTCAGAGGATATTC GAGCTGGTCTGAATGTTCA       386 bp
 11.13 AGTACCAAGCAAGTCTTTTCC GTGCTCTGGGTTTCTCTTATC       333 bp
 11.14 TCAAAAATACTTCCTCGTGTT AGTTTTCAGTTTTACCAATTTCC       291 bp
 11.15 TTTGGGAAAAGAACAGGCT AAAATAGTGATTGGCAACACG       348 bp
 12. CTGATATTATTTGCCTTAAAAACA CCATNAACCTATAGAGGGAGAAC       190 bp
 13. AGCATCCGTTACATTCACTG CGTTAGTGTCATTATTTTTAGAA       289 bp
 14.1 ATGTAGCAAATGAGGGTCTG CAACTCTGTGAAAATGTGAT       343 bp
 14.2 AGTCTTTGTTCCACCTTTTA AAAGGGGGAAAACCATCAG       312 bp
 15. GGGTTGTGCTTTTTAAATTTC CACTCTGTCATAAAAGCCATC       281 bp
 16. CAGTTTTGGTTTGTTATAATTGTT AAAGAGGGATGAGGGAATAC       333 bp
 17. AATTCAGTATCATCCTATGTGG GGGATGGCAACTGTCACTG       349 bp
 18.1 TCACACTTCCTAAAATATGCA ACAGCTAAGAGGGGAGGATC       280 bp
 18.2 AGATGGGTGGTATGCTGTTA AATTGAGCATCCTTAGTAAGC       266 bp
 19. TTAAGGCAGTTCTAGAAGAATG TGGTAAGTTTCAAGAATACATC       280 bp
 20. GACTTTTTTGGTGTGTGTAAC TCCCTTGTTGCTATTCTTTG       355 bp
 21. CCTTCTTTGGGTGTTTTATG ATACTCCTTCCTGTGATGGC       303 bp
 22. ACTTTTTTGTTCTGATTGCTT AAAACTGATAAAAACAAAGCAT       282 bp
 23. CTTCCATTGCATCTTTCTCA GAGATTCCATAAACTAACAAGC       260 bp
 24. CTGGTAGCTCCAACTAATC ACCGGTACAAACCTTTCATTG       293 bp
 25. AGAGTTTCCTTTCTTGCATCT TACCAAAATGTGTGGTGATG       358 bp
 26. TTGGAAACATAAATATGTGGG GAATATACGATGGCCTCCA       269 bp
 27.1 TTAGGAGTTAGGGGAGGGAG ACAAATGGGACTAACAGGTG       343 bp
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Exon           5’  Primer           3’  Primer  Länge(bp)
 27.2 AAAAGAGAAGAGCCTTGGAT TGTTTTTCTCCTGTTGAACC       286 bp
 27.3 CAAGCTCTTTTGTCTGGTTC GTGGTTTGAAATTATATTCCAGTCTT       287 bp

Tabelle 2.3: Primer zur BRCA1 Amplifikation für die Analyse mittels DHPLC. Der mit “Pso”-
gekennzeichnete Forward Primer von Exon 5 besitzt eine Psoralenmodifikation, um eine Stabilisierung
des Doppelstrangs nach UV-Bestrahlung (365nm) erzielen zu können.

Exon 5´Primer 3´Primer Länge (bp)
2 AGGACGTTGTCATTAGTTCTTTG AAGGTCAATTCTGTTCATTTGC 319
3 CAGTTCCTGACACAGCAGACA TTCCTGGGTTATGAAGGACAAA 360
5 GCTTGTAATTCACCTGCCAT TTCCTACTGTGGTTGCTTCC 269
5-Pso Pso-GCTTGTAATTCACCTGCCAT TTCCTACTGTGGTTGCTTCC 269
6 AGGTTTTCTACTGTTGCTGCAT AAAAGGTCTTATCACCACGTCA 306
7 GGGTTTCTCTTGGTTTCTTTG GGAGGACTGCTTCTAGCCTG 329
7int GGGTTTCTCTTGGTTTCTTTG AGAAGAAGAAACAAATGGT 249
8 AGCTGACTGATGATGGTCAA AAATTCACTTCCCAAAGCTG 338
9 TGCCACAGTAGATGCTCAGT CACATACATCCCTGAACCTAAA 300
10 TTGGTCAGCTTTCTGTAATCG CCATACCACGACATTTGACA 346
11A TAGCCAGTTGGTTGATTTCC CCCATCTGTTATGTTGGCTC 394
11B CCATGTGGCACAAATACTCA TGATTCAGACTCCCCATCAT 399
11C GAAACTGCCATGCTCAGAGA ATTTATTTGTGAGGGGACGC 437
11D TCCCCAACTTAAGCCATGTA AGAAGACTTCCTCCTCAGCC 437
11E TTCAAAACGAAAGCTGAACC TTGGAAGGCTAGGATTGACA 445
11F GGTAAAGAACCTGCAACTGG TCAAATGCTGCACACTGACT 416
11G GAAAGGGTTTTGCAAACTGA TTCCTCTTCTGCATTTCCTG 381
11H TGAACTTGATGCTCAGTATTTGC AGTCCAGTTTCGTTGCCTCT 345
11I TAAGCCAGTTGATAATGCCA TTTTGGCCCTCTGTTTCTAC 430
11J ACTAATGAAGTGGGCTCCAG CAGGTCATCAGGTGTCTCAG 309
11K TTCCTGGAAGTAATTGTAAGCA TAACCCTGAGCCAAATGTGTAT 313
11L GACATTAAGGAAAGTTCTGCTG TTTGCCAATATTACCTGGTTAC 329
11M ACCGTTGCTACCGAGTGTCT GTGCTCCCCAAAAGCATAAA 438
12 GTCCCAAAGCAAGGAATTTA TCAAAGAGATGATGTCAGCAA 327
13 GGTGATTTCAATTCCTGTGC AAATGTTGGAGCTAGGTCCTTAC 373
14 TGTGTATCATAGATTGATGCTTTTG GCAATAAAAGTGTATAAATGCCTGT 361
15 TTGCCAGTCATTTCTGATCT AAACCTTGATTAACACTTGAGC 482
16 CACTGTATTCATGTACCCATTT CACAGAACTGTGATTGTTTTCT 564
17 TGTAGAACGTGCAGGATTGC CAAAGTGCTGCGATTACAGG 298
18 AGTGGTGTTTTCAGCCTCTG CTCAGACTCAGCATCAGCAA 342
19 TTAAAGGGCTGTGGCTTTAG AAGGAAAGTGGTGCATTGAT 279
20 TGCTAGGATTACAGGGGTGAG TTTATGTGGTTGGGATGGAAG 380
21 CAGGTGGTGAACAGAAGAAA ACATTTCAGCAATCTGAGGA 298
22 CATCCGGAGAGTGTAGGGTA CATCCATAGGGACTGACAGG 240
23 CCCTGTCTCAAAAACAAACA CAAGCACCAGGTAATGAGTG 234
24 TGGAGTCGATTGATTAGAGC AGCCAGGACAGTAGAAGGAC 311



Material und Methoden 26

Tabelle 2.4: Primer zur BRCA2 Amplifikation für die Analyse mittels DHPLC. Das mit einem “ # ”-
gekennzeichnete Primerpaar des Exons 8 liegt innerhalb des Exons und hat ein eingebautes
Mismatch, um damit in Kombination mit den Exon 8 Primern eine künstliche Mutation kreieren zu
können.

Exon 5´Primer 3´Primer Länge (bp)
2 TGTTCCCATCCTCACAGTAAG GTACTGGGTTTTTAGCAAGCA 336
3 AACTGTTCTGGGTCACAAAT AGAGGCCAGAGAGACTGATT 439
4 AACACTTCCAAAGAATGCAA TACCAGGCTCTTAGCCAAA 292
5 + 6 TGGCATTTTAAACATCACTTG CTCAGGGCAAAGGTATAACG 450
7 AGCATTCTGCCTCATACAGG TCAACCTCATCTGCTCTTTCTT 284
8 TCACTGTGTTGATTGACCTTTC GGCATTCCAAAATTGTTAGC 278
8 # GAAGCATCTGAGACTGTATTTCC GGAAATACAGTCTCAGATGCTTC
9 GGACCTAGGTTGATTGCAGA AGAGCAAGACTCCACCTCAA 316
10.1 TAGAAGAACAGGAGAAGGGG TCATTTGGTTCCACTTCAGA 480
10.2 GCAAACGCTGATGAATGTG GAAATGAAGAAGCCACTGGA 490
10.3 AGCAGCATCTTGAATCTCAT GGTACCTGAATCAGCATTTG 503
11A AAGCAGTCTTCCTGCCTCAG GCAGCCAAGACCTCTTCTTTT 449
11B CCCCAGAAGCTGATTCTCTGT TTTCAGGTGGCAACAGCTC 405
11C TCCCATGGAAAAGAATCAAG CCTCTGCAAGAACATAAACCA 422
11D CGAACCCATTTTCAAGAACT GGCTTGCTCAGTTTCTTTTG 432
11E GGAAATCAAGCTCTCTGAACA ATTGCTTGCTGCTGTCTACC 500
11F AAGTGCCTGAAAACCAGATG CAACAAAAGTGCCAGTAGTCA 492
11G GTCATGATTCTGTCGTTTCA GACTCTTTGGCGACACTAAT 532
11H TGCTACTAAAACGGAGCAAA GGTCTTTACAGGCCTCTCTG 497
11i GGAATCTTTGGACAAAGTGA GGTTGACCATCAAATATTCC 498
11j TCAGTCCCCTTATTCAGTCA TGCAGGGTGAAGAGCTAGT 491
11K CTTGGATTCTGGTATTGAGC CACTCTGAATGTCAGCAAAA 479
11L ATTATGGCAGGTTGTTACGA TCCAGAGAAAGCAGATGAAT 507
11M ATTCAGACCAGCTCACAAGA AGGTGAAGCCTGTTCTTTTC 500
11N TGTTGAAGGTGGTTCTTCAG CCCCAAACTGACTACACAAA 565
12 TGTGGTATCTGGTAGCATCTG CACAGTGGCTCATGTCTGTA 500
13 GTGAGTTATTTGGTGCATAGTC CGAGACTTTTCTCATACTGTATTAG 317
14.1 GGCTAGCCTTGAAAAATGTG AAAGACTTTGGTTGGTCTGC 382
14.2 GCAATTTAGCAGTTTCAGGAC GGGCTTTAAAATTACCACCA 428
15 GGCCAGGGGTTGTGCTTTTT ATTTCATTCATCCATTCCTGC 369
16 GCAGACTGTGGAATGTATGG AGAAAGAGGGATGAGGGAAT 468
17 CAGAGAATAGTTGTAGTTGTTGAA AGAAACCTTAACCCATACTGC 305
18 TCAGTGACTTGTTTAAACAGTG CATCTAAGAAATTGAGCATCC 537
19 AAGGCAGTTCTAGAAGAATGAAA CAAGAGACCGAAACTCCATC 342
20 GGTGATCCACTAATCTCAGC TGTCCCTTGTTGCTATTCTT 452
21 CTTTGGGTGTTTTATGCTTG CATATTCCTTCCTGTGATGG 300
22 TTTGTCCTGTTTAAAGCCATC AGTGGATTTTGCTTCTCTGA 409
23 CCACTACTAATGCCCACAAA CAAGCACTTATCAAAACTGAAA 324
24 ACCGGTACAAACCTTTCATT AATTTGCCAACTGGTAGCTC 334
25 AGCACTGTAAGCAACAGGTC TACCAAAATGTGTGGTGATG 463
26 GGTCCCAAACTTTTCATTTC AGAATATACGATGGCCTCCA 310
27.1 CTGTGTGTAATATTTGCGTGCT TCAATGCAAGTTCTTCGTCA 500
27.2 CCAAATACGAAACACCCATA CGCTGAGGTAAATTTGAAAC 477
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Tabelle 2.5: Primer zur TP53 Amplifikation für die Analyse mittels DHPLC

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Fragmentlänge Referenz
TP53 Exon 5 p53 5´-GACTTTCAACTCTGTCTCCT-3´

5´-ATCAGTGAGGAATCAGAGGC-3´
290 bp Rhei et al.,

1998
TP53 Exon 6 p53 5´-GCCTCTGATTCCTCACTGAT-3´

5´-CACTGACAACCACCCTTAAC-3´
196 bp s.o.

TP53 Exon 7 p53 5´-CCTCATCTTGGGCCTGTGTT-3´
5´-CAGTGTGCAGGGTGGCAAGT-3´

169 bp s.o.

TP53 Exon 8 p53 5´-GGACCTGATTTCCTTACTGC-3´
5´-GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT-3´

209 bp s.o.

Tabelle 2.6: Primer für die LOH Analyse. Die mit einem “*”-markierten Primer sind Cy5-markiert, um
die PCR Produkte in der Analyse mittels des A.L.F.-Sequenzers detektieren zu können.

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Fragmentlänge Referenz
D17S855 BRCA1

Intron 20
5´-GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG-3´*
5´-ACACAGACTTGTCCTACTGCC-3´

143 - 155 bp Andersen
et al.,1992

D17S1322 BRCA1
Intron 19

5´-CTAGCCTGGGCAACAAACGA-3´ *
5´-GCAGGAAGCAGGAATGGAAC-3´

115 - 130 bp Goldgar
et al., 1994

D17S1323 BRCA1
Intron 12

5´-TAGGAGATGGATTATTGGTG-3´ *
5´-AAGCAACTTTGCAATGAGTG-3´

mind. 155 bp Goldgar
et al., 1994

Tabelle 2.7: Primer für die quantitative RT-PCR. Die mit einem “*”-markierten Primer sind Cy5-
markiert, um die PCR Produkte in der Analyse mittels des A.L.F.-Sequenzers detektieren zu können.

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Fragmentlänge Referenz
BRCA1 (141) BRCA1 5´-CAGGGAGTTGGTCTGAGTGAC-3´ *

5´-GCTTGTTTCACTCTCACACCC-3´
141 bp Picard, 1997

p21 p21 5´-AAGACCATGTGGACCTGTCA-3´ *
5´-GGCTTCCTCTTGGAGAAGAT-3´

169 bp Hui et al.,
 1997

GAPDH (195) GAPDH 5´-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3´ *
5´-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3´

195 bp Taylor et al.,
 1994

Tabelle 2.8: Primer zur Amplifikation des BRCA1 Promotors. Der 5´-Primer hat zusätzlich eine KpnI-
Schnittstelle (GGTACC), der 3´- Primer hat zusätzlich eine BglII-Schnittstelle (AGATCT), um das
Promotorfragment in die MCS des Vektors pGL2-basic klonieren zu können.

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Referenz
5-42.2 BRCA1 5´-GGGGTACCCCTGAACTTCTCCAAACCCTC-3´ Barker et a., 1996
3-120.2 BRCA1 5´-GAAGATCTTCCCAGTACCCCAGAGCATCA-3´ s.o.

Tabelle 2.9: Primer zur Amplifikation der BRCA1 Exon 13 Duplikation

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Fragmentlänge Referenz
dup 13 BRCA1 5´- GATTATTTCCCCCCAGGCTA-3´

5´-AGATCATTAGCAAGGACCTGTG-3´
1100 bp Puget et al.,

1999
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Tabelle 2.10: Primer zur Amplifikation des Exon13 / BRCA1 aus cDNA

Primername DNA-Lokus Sequenz (5´-3´) Fragmentlänge Referenz
Ex 13- cDNA BRCA1 5'- GCATCTGGGTGTGAGAGTGA-3'

5'- CTTTCCACTCCTGGTTCTTT-3'
379 bp selbst konstruiert

2.6.1. PCR zur Amplifikation der BRCA1 und BRCA2 Fragmente zur direkten

Sequenzierung

Zur Analyse wird das BRCA1 Gen in 39 Fragmente unterteilt. Die Exons 1-10, 12-14 und 17-

24 werden in einem Fragment amplifiziert. Die Exons 15 und 16 werden in zwei und das Exon

11 in 15 sich überlappenden Fragmenten amplifiziert. Das BRCA2 Gen wird in 48 Frag-

menten amplifiziert, je ein Fragment von Exon 1-9, 12, 13, 15-17 und 19-16, zwei Fragmente

von Exon 14 und 18, drei Fragmente von Exon 10 und 27 sowie 18 Fragmente von Exon 11.

Um den Arbeitsaufwand der PCR einzuschränken, wurde die Analyse so etabliert, daß eine

Automatisierung möglich ist. Die Primer (siehe Tab. 2.1 und 2.2) zur Amplifikation wurden so

ausgewählt , daß für die PCR-Reaktionen nur zwei verschiedene Annealingtemperaturen

erforderlich sind. Exon 11 und Exon 23 von BRCA1 werden bei einer Annealingtemperatur

von 60 °C amplifiziert, alle anderen Exons von BRCA1, sowie alle Exons von BRCA2 werden

bei einer Annealingtemperatur von 55 °C amplifiziert.

Tabelle 2.11 PCR Bedingungen zur BRCA1 und BRCA2 Amplifikation

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
BRCA1, Exon 1-10,
Exon 12-22, 24

  Primer 25 pMol
  Taq-Aktivität 2U

  94 °C  30 sec
  55 °C  30 sec
  72 °C  1 min
  35 Zyklen

BRCA1, Exon 11, 23 Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94 °C  30 sec
  60 °C  30 sec
  72 °C  1 min
  35 Zyklen

BRCA2, alle Exons Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94 °C  30 sec
  55 °C  30 sec
  72 °C  1 min
  35 Zyklen



Material und Methoden 29

2.6.2. PCR zur Amplifikation der BRCA1 und BRCA2 Fragmente zur

Mutationsanalyse mittels DHPLC

Die DHPLC stellt eine geeignete Vorscreeningmethode zur Mutationsdetektion da. BRCA1

wird in 34 Fragmenten amplifiziert. Die Exons 2-10 und 12-24 werden als je ein Fragment

amplifiziert. Das Exon 11 ist auf Grund seiner Größe in 13 sich überlappende Fragmente

unterteilt. BRCA2 wird in 42 Fragmenten amplifiziert. Dabei sind die Exons 14 und 27 in zwei,

das Exon 10 in drei und das Exon 11 in 14 sich überlappende Fragmente unterteilt. Die

Primer sind in den Tabellen 2.3 und 2.4 zusammengestellt. Die PCR-Bedingungungen variie-

ren in ihren Annealingtemperaturen von 54-58°C und 60°C. Zusätzlich müssen zwei Frag-

mente mit Touch-Down PCR amplifiziert werden. Im Hinblick auf eine Automatisierung

wurden die PCR Bedingungen so etabliert, daß jeweils 8 Fragmente der Gene BRCA1 und

BRCA2 unter gleichen Bedingungen amplifiziert werden können. Im Anschluß an die PCR

Reaktion werden PCR Fragmente im Cycler denaturiert und anschließend renaturiert. Dazu

werden die PCR Produkte für 3 Minuten auf 95°C erhitzt und anschließend in 30 Minuten auf

65°C abgekühlt (1°C/min).

Tabelle 2.12: PCR Bedingungen zur BRCA1 und BRCA2 Amplifikation zur Analyse mittels DHPLC

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
I) BRCA1: Exon 7   Primer 25 pMol

  Taq-Aktivität 2U
  94 °C  30 sec
  TD 55-48°C  30 sec
  72 °C  2 min
  35 Zyklen

I) BRCA1: Exon 12, 15, 19, 21
   BRCA2: Exon 11C, 11L, 11M, 18

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  54°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

I) BRCA1: Exon 6, 8, 10, 11M, 16, 17
   BRCA2: Exon 11I, 11K

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  55°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

I) BRCA1: Exon 11H, 11L, 24
   BRCA2: Exon 9, 11G, 11N, 15, 17

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  56°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen
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Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
I)   BRCA1: Exon 9, 23
     BRCA2: Exon 3, 4, 10.1, 10.2, 10.3, 11E
II)  BRCA2: Exon 13, 16, 20, 22, 23, 24, 25, 26
III) BRCA2: Exon 27.1, 27.2

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  57°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

I)   BRCA1: Exon 2, 3, 5, 11A, 11B, 11C, 11D, 11E
II)  BRCA1: Exon 11F, 11G, 13, 18
     BRCA2: Exon 2, 5+6, 7, 8
III) BRCA2: Exon 11B, 11D, 11F, 11J, 14.1, 14.2,
                            19, 21

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  58°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

I) BRCA1: Exon 11I, 11J, 11K, 14, 22
   BRCA2: Exon 11A, 12, 11H

Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  60°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

I) BRCA1: Exon 20 Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  TD 63-59°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen

2.6.2.1. Psoralenmodifikation von Exon 5 / BRCA1

Zur Stabilisierung des Exons 5 des BRCA1 Gens wurde das Fragment unter Einsatz eines

psoralenmodifizierten 5´-Primers nach den unter 2.6.1 für das Exon 5 beschriebenen Bedin-

gungen amplifiziert. Das PCR Produkt wurde nach der Denaturierung und anschließenden

Renaturierung für 20 Minuten mit UV-Licht der Wellenlänge 365 nm bestrahlt. Dadurch sind

die beiden Einzelstränge kovalent gebunden, was einen Zerfall des Doppelstrangs in die bei-

den Einzelstränge verhindert.
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2.6.3. PCR zur Amplifikation von TP53 zur Mutationsanalyse mittels DHPLC

Zur Analyse von sporadischen Mammakarzinomen auf Mutationen des Gens TP53 wurden

die Exons 5-8 (Primer siehe Tab. 2.5) amplifiziert. In diesen Exons befinden sich über 90%

aller bisher nachgewiesenen TP53 Mutationen.

Tabelle 2.13: PCR Bedingungen zur TP53 Amplifikation zur Analyse mittels DHPLC

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
TP53 Exon 5 und 6   Primer 25 pMol

  Taq-Aktivität 2U
  94 °C  1 min
  60°C   1 min
  72 °C  2 min
  35 Zyklen

TP53 Exon 7 und 8 Primer 25 pMol
Taq-Aktivität 2U

  94 °C  1 min
  62°C   1 min
  72 °C  2 min
  35 Zyklen

2.6.4. PCR zur Analyse der Exon 13 Duplikation

Die Mutation ins6kb Exon 13 im BRCA1 Gen kann durch die direkte Sequenzierung nicht

nachgewiesen werden. Der Nachweis muß mittels einer PCR Reaktion erfolgen. Dabei sind

die Primer (siehe Tab 2.9) so gewählt, daß nur im Falle einer Duplikation ein 1,1 kb großes

Fragment amplifiziert werden kann.

Tabelle 2.14: PCR Bedingungen zur Amplifikation eines 1,1 kb großen Fragments bei Vorliegen einer
Exon 13 Duplikation im BRCA1 Gen

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
BRCA1 Exon 13
Duplikation

  Primer 40Mol
  Taq-Aktivität 2U

  94°C  30 sec
  60°C  30 sec
  72°C  1 min
  35 Zyklen
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2.6.5. PCR zur LOH-Analyse des BRCA1 Gens

Für die LOH Analysen des BRCA1 Gens wurden DNA Sequenzen mit polymorphen Mikro-

satelliten Markern amplifiziert. Die drei Marker D17S855, D17S1322 und D17S1323 (Primer

siehe Tabelle 2.6) liegen intragenisch im BRCA1 Gen in den Intronbereichen 20, 19 und 12.

Die Amplifikation erfolgt wie in Tabelle 2.15 beschrieben. Die PCR Fragmente und die quan-

titative Bestimmung der Produktmengen erfolgt mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers und der

Fragment Manager Software (Pharmacia).

Tabelle 2.15: PCR Bedingungen zur LOH Analyse von BRCA1

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
BRCA1 D17S855   Primer 40Mol

  Taq-Aktivität 2U
  94°C  1 min
  55°C  1 min
  72 °C  1 min
  30 Zyklen

BRCA1 D17S1322   Primer 40Mol
  Taq-Aktivität 2U

  94°C  1 min
  58°C  1 min
  72 °C  1 min
  27 Zyklen

BRCA1 D17S1323   Primer 40Mol
  Taq-Aktivität 2U

  94°C  1 min
  58°C  1 min
  72 °C  1 min
  27 Zyklen

Die LOH Analyse erfolgt parallel am Normal- und Tumorgewebe einer Patientin. Die Analyse

des Normalgewebes zeigt, ob eine Patientin bezüglich des untersuchten Markers informativ,

d. h. heterozygot ist. In diesem Fall erhält man zwei PCR Produkte für die beiden Allele. In

nicht informativen, d.h. homozygoten Fällen, weist der Patient die gleiche Zahl von Wieder-

holungseinheiten des Repeats in beiden Allelen auf. Man erhält nur ein PCR Produkt und

kann keinen Allelverlust nachweisen. Bei heterozygoten Fällen kann der Verlust eines Allels

durch die Signalreduktion beim Vergleich von Normal- und Tumorgewebe nachgewiesen

werden. Dafür wird das Verhältnis der beiden Allele im Normal- und Tumorgewebe [Ratio

(normal) und Ratio (Tumor)] bestimmt. Das Allelverhältnis Q wird aus dem Verhältnis von

Ratio (Tumor) zu Ratio (normal) errechnet:
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Fläche (1.Allel) Fläche (1.Allel)

Ratio (normal) =    -------------------------- , Ratio (Tumor) =    ----------------------------

Fläche (2.Allel) Fläche (2.Allel)

Ratio (Tumor)

Allelverhältnis Q =  ----------------------

Ratio (normal)

Bei einem Verlust des kürzeren Allels ergibt sich ein Allelverhältnis größer 1. In diesem Fall

wird der Kehrwert bestimmt.

2.6.6. Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der mRNA Expression

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR wird die mRNA Expression der beiden Gene BRCA1 und

p21 bestimmt. Die Primer sind in Tab 2.7 gelistet. Das Prinzip beruht auf einer simultanen

Koamplifikation des zu untersuchenden Gens und eines “single copy” Gens, d. h. eines in nur

einer Kopienzahl vorliegenden Referenzgens in einem PCR Ansatz. Als Referenzgen wurde

GAPDH gewählt. Die Bedingungen müssen so gewählt sein, daß die Menge des gebildeten

PCR Produkts unabhängig von der eingesetzten Menge an Primer, Nukleotiden und Taq-

Polymerase ist und die Reaktion im logarithmischen Bereich abläuft. Zum Ausgleich von

Schwankungen zwischen einzelnen PCR Reaktionen wurde die Expression immer auch in

den beiden Mammakarzinom Zellinien BT-20 und MCF7 als interner Standard gemessen. Die

Detektion der PCR Produkte sowie die quantitative Bestimmung der Produktmengen erfolgte

mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers und der Fragment Manager Software (Pharmacia).

2.6.6.1. RT-PCR zur Quantifizierung der BRCA1 Expression

PCR Ansatz: cDNA 1,0 µl

dNTPs 3,0 µl (150 µM)

Primerpaar BRCA1 je 4,0 µl (40 pmol)

Primerpaar GAPDH je 2,0 µl (20 pmol)

10 x Puffer 5,0 µl

Taq-Polymerase 0,4 µl (2 U)
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Nach 10 Minuten Denaturierung bei 94°C folgten 24 Zyklen nach folgendem Schema:

94°c 1 min

58°C 1 min

72°C 1 min

2.6.6.2. RT-PCR zur Quantifizierung der p21 Expression

PCR Ansatz: cDNA 1,0 µl

dNTPs 3,0 µl (150 µM)

Primerpaar p21 4,0 µl (40 pmol)

Primerpaar GAPDH je 2,0 µl (20 pmol)

10 x Puffer 5,0 µl

Taq-Polymerase 0,4 µl (2 U)

Der 5´-Primer von GAPDH wurde sowohl CY5-markiert, als auch unmarkiert in einem Ver-

hältnis von 1:8 eingesetzt. Nach 10 Minuten Denaturierung folgten 27 Zyklen nach folgendem

Schema: 94°C 1 min

57°C 1 min

72°C 1 min

2.6.7. PCR zur Amplifizierung des BRCA1 Promotors

Um die Promotoraktivität des BRCA1 Promotors verschiedener Tumoren zu analysieren,

wurde ein 1,3 kb großes Fragment des BRCA1 Promotors amplifiziert. Die Primer (siehe

Tabelle 2.8) wurden zur Klonierung in einen Expressionsvektor mit den Schnittstellen der

Restriktionsenzyme KpnI und BglII versehen.

Tabelle 2.16: PCR Bedingungen zur Amplifikation des BRCA1 Promotors

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
BRCA1 Promotor   Primer 40Mol

  Taq-Aktivität 2U
  94 °C  30 sec
  58°C   60 sec
  72 °C  90 sec
  28 Zyklen
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2.6.8. PCR zur Amplifikation des Exon 13 / BRCA1 aus cDNA

Um die allelspezifische Expression des BRCA1 Gens zu untersuchen, wurden RFLP Analy-

sen in der cDNA von Normal-und Tumorgewebe der gleichen Patientin durchgeführt. Dazu

wurde ein 379bp großes Fragment amplifiziert. Die Primer (Tabelle 2.10) wurden flankierend

zum Exon 13 in Exon 12 und Exon14 gelegt. Innerhalb dieser Sequenz liegt der Polymor-

phismus A4427G, der in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms EarI liegt. Liegt die

Wildtypsequenz vor, so erhält man nach Restriktion Produkte der Größe 206bp und 173bp.

Bei Vorliegen des Polymorphismus erhält man die ungeschnittene Sequenz.

Tabelle 2.17: PCR Bedingungen zur Amplifikation des Exon 13 / BRCA1 aus cDNA

Fragment PCR-Ansatz PCR-Bedingungen
BRCA1 Ex13 cDNA   Primer 40Mol

  Taq-Aktivität 2U
  94 °C  30 sec
  58°C   60 sec
  72 °C  90 sec
  35 Zyklen

2.6.8.1. Restriktionsverdau mit EarI

Die Restriktion des amplifizierten Fragments erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Restriktionsansatz:         y µl PCR Produkt

0,25 µl EarI-Enzym (10 U/µl)

     2 µl 10 x Puffer

          ad 20 µl Aqua dest.

Der Restriktionsansatz wurde für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung der Banden

erfolgte über ein 1,5% Agarosegel.

2.7. Sequenzierung von BRCA1 und BRCA2

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem “Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle

sequencing kit” (amersham pharmacia biotech) durchgeführt. Dieses Kit beruht auf dem Prin-

zip der Sequenzierung nach Sanger und setzt den Einsatz fluoreszenzmarkierter Primer zur

Detektion der Sequenzierprodukte auf einem automatischen Laser-Sequenzer voraus. Um

Störsignale durch bei der Reaktion nicht verbrauchte Primer und dNTPs zu vermeiden, müs-

sen die PCR Produkte vor der Sequenzierung aufgereinigt werden. Dies geschieht mit Hilfe
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der MicroSpinTM S400 Säulen von Pharmacia, Biotech. Die mit TE-Puffer voräquilibrierten

Säulen werden 1 Minute bei 3000 rpm in einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert.

Anschließend werden sie mit 50 µl PCR Produkt beladen und erneut für 3 Minuten bei 3000

rpm zentrifugiert. Das Eluat kann direkt in die Sequenzierung eingesetzt werden. Die

Sequenzierreaktion erfolgte in 4 PCR-”Cups” pro Probe (je ein Cup pro Base).

Ein Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:

5 µl aufgereinigtes PCR-Produkt

1 µl Sequenzierprimer (1p/Mol/µl)

2 µl Reaktionsmix (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP)
8 µl Gesamtvolumen

Als Sequenzier Primer wurden die Cy5-markierten M13 Universal- oder Reversal-Primer ein-

gesetzt. Die Reaktion wurde mit einem Tropfen Mineralöl überschichtet, für 5 Minuten bei

95°C denaturiert und wie in Tabelle 2.18 angegeben, durchgeführt.

Tabelle 2.18: Sequenzen der Sequenzierprimer und Bedingungen für die Sequenzierung mit der
Thermosequenase (*:Cy5-Markierung)

Sequenzierprimer Sequenz in 5’-> 3’ Richtung Bedingungen

BRCA1, BRCA2,

     universal

*CGACGTTGTAAAACGACGGCCAG 60°C  30 sec
95°C  30 sec
30 Zyklen

BRCA1, BRCA2,

    reversal

*CAGGAAACAGCTATGAC 55°C  30 sec
95°C  30 sec
30 Zyklen

Durch die Zugabe von 5 µl Stoplösung wurde die Sequenzierreaktion abgebrochen und das

Sequenzier-Produkt anschließend sorgfältig vom Mineralöl abgetrennt. Die Auftragung und

Detektion mit Hilfe des A.L.F.-Sequenzers erfolgte wie unter 2.8.2 beschrieben.
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2.8. Elektrophoretische Auftrennungsmethoden

Material:

-1 x TBE

0,2 M Tris

0,17 M Borsäure

2 mM EDTA, pH 8,0

-Bindsilan

4 ml Ethanol absolut

15 µl Bindsilan (Pharmacia)

1 ml 10% Essigsäure

-Monomerenlösung (29:1)

29% Acrylamid

 1% N,N-Methylen-bisacrylamid

-Monomerenlösung (19:1)

19% Acrylamid

 1% N,N-Methylen-bisacrylamid

-Gellösung für A.L.F.-Gele

25,2 g Harnstoff

9 ml Monomerenlösung (40 %)

25,5 ml Aqua dest.

6 ml 6 x TBE

0,2 ml 10% APS

40 µl Temed

2.8.1. Die elektrophoretische Auftrennung mit Agarosegelen

Um die Größe der PCR-Produkte zu überprüfen, wurden die PCR-Produkte auf 1,5%-ige

Agarosegele aufgetragen. Als Längenstandard wurde eine 1kb ladder von EuroGentec auf-

getragen, mit deren Hilfe die Fragmentlänge der aufgetrennten PCR-Produkte ermittelt wer-

den konnte. Die Elektrophorese erfolgte je nach der aufzutrennenden Fragmentlänge bei
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einer Spannung von 100 bis 110 Volt für 45 bis 90 Minuten. Das Gel wurde nach dem Lauf in

einer Ethidiumbromid-Lösung (10 µg/ml) für mindestens 30 Minuten gefärbt. Durch die

Bestrahlung mit UV-Licht (λ=312 nm) konnte die Fluoreszenz des interkalierten Agens ange-

regt und die DNA-Fragmente nachgewiesen werden.

2.8.2. Die elektrophoretische Auftrennung mit dem A.L.F. und A.L.F.express

Mit Hilfe der zwei Sequenzierautomaten (A.L.F. und A.L.F.express von Pharmacia) ist die

Auftrennung und Quantifizierung auch geringer Probemengen möglich. Die Fluoreszenz der

markierten PCR-Produkte wird durch einen Laserstrahl im unteren Drittel des vertikalen

Polyacrylamidgels angeregt. Senkrecht zum Laserstrahl erfolgt die Detektion der emittierten

Strahlung über Photodioden bei einer Wellenlänge von 632,8 nm (Helium-Neon-Laser). Den

Detektoren vorgelagert sind optische Filter, um die Hintergrundstrahlung und das Streulicht

zu eliminieren.

In der Analyse mit dem A.L.F. werden Cy5-markierte PCR-Produkte verwendet. Die Intensität

der emittierten Fluoreszenz wird direkt während der elektrophoretischen Auftrennung durch

das optische System des A.L.F. oder A.L.F.express gemessen und die Daten werden durch

eine gekoppelte EDV erfaßt und gespeichert. Nach Beendigung des Laufs können die

Rohdaten mit Hilfe der Software (Fragment-Manager) ausgewertet werden. Je nach

Experiment werden die Gelzusammensetzung und der Lauf unter verschiedenen

Bedingungen durchgeführt.

Für die Gellösung wurden 25,2 g Urea und 9 ml Monomerenlösung in 25,4 ml Aqua dest.

gelöst und mit 5 g Amberlite für 10 Minuten gerührt. Für ein Sequenziergel wird die Mono-

merenlösung 19:1, für eine Fragmentanalyse die Monomerenlösung 29:1 eingesetzt. Nach

dem Filtrieren von 6 ml 6 x TBE und der Lösung wurde die Gellösung entgast. Dann wurden

40 µl TEMED und 200 µl 10%iges APS zugegeben und die Lösung zwischen die Glasplatten

gegossen.

Für die Fragmentanalysen wurden die PCR-Produkte mit Aqua dest. verdünnt (Verdünnung

zwischen 1:5 und 1:30). 5 µl der Verdünnung wurden mit 5 µl A.L.F.-Probenauftragspuffer

versetzt. Sowohl für die Fragment- als auch für die Sequenzanalysen wurden die Proben vor

dem Gelauftrag 5 Minuten bei 95 °C denaturiert und 3 Minuten auf Eis abgekühlt.
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Laufbedingung     Fragmentanalyse    Sequenzieranalysen

Spannung: 1500 Volt 1500 Volt

Strom: 34 mA 34 mA

Leistung: 38 Watt 30 Watt

Temperatur: 40°C 50°C

Laufpuffer: 0,6 x TBE 0,6 x TBE

2.9. DHPLC Analyse

Material: 2M Triethylammonium Acetat (TEAA) Buffer (TRANSGENOMIC)

Acetonitril (J. T. Baker)

Li Chrosolv Wasser für die Chromatographie (Merck)

Puffer A: 50 ml 2M TEAA

250 µl HPLC grade Acetonitril

ad 1 l Li Chrosolv Wasser

Puffer B: 50 ml 2M TEAA

250 ml HPLC grade Acetonitril

ad 1 l Li Chrosolv Wasser

Puffer C: 750 ml HPLC grade Acetonitril

ad 1 l Li Chrosolv Wasser

Syringe (wash solution): 80 ml HPLC grade Acetonitril

ad 1 l Li Chrosolv Wasser

Die Bedingungen einiger allgemeiner Methoden (Reinigung der Säulenmatrix und Ruhe-

zustand) sowie die Bedingungen (Gradient und Temperaturen) zur DHPLC Analyse der Gene

BRCA1, BRCA2 und TP53 sind in den Tabellen 2.19 - 2.22 aufgeführt.
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Tab.2.19: Allgemeine DHPLC Methoden zur Reinigung der Säulenmatrix (Column Clean Up und
Instrument Clean Up) sowie für den Ruhezustand (Sleep)

Methode Temp
[°C]

Gradient
[%B]

Gradient
[%C]

Zeit
[min]

Flußrate
[ml/min]

Sleep 50 50 5.0 0.05

Column Clean Up 56 5-100; 100-100 30.0; 3.0 0.5
Instrument Clean
Up 60 100%C - 50

100 30.0
5.0 0.9

Tab.2.20: DHPLC Bedingungen zur Analyse des BRCA1

Temp I  (°C) Temp II  (°C) Gradient [%B] Zeit [min]

Exon2 51
55

54-59; 59-65; 65-100
50-55; 55-61; 61-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon3 56 51-56; 56-62; 62-100 0.5; 3.0, 0.5

Exon5 56 49-54; 54-62; 62-100 0.1; 4.0; 01

Exon6 57 53-58; 58-64; 64-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon7 56 52-57; 57-63; 63-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon8 59 55 52-57; 57-63; 63-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon9 54 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon10 57 57-62; 62-68; 68-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11A 58 52-57; 57-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11B 59 55-60; 60-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11C
57

53 57-62; 62-68; 68-100
52-57; 57-63; 63-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon11D 57 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11E 56 52-57; 57-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11F 56 56-61; 61-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11G 58 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11H 58 53-58; 58-66; 66-100 0.1; 4.0; 0.1

Exon11I 57 53-58; 58-64; 64-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11J 56 53-58, 58-64; 64-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11K 58 51-56; 56-62; 62-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon11L 59
55

47-52; 52-62; 62-100
52-57; 57-65; 65-100

0.1; 4.0; 0.1
0.1; 4.0; 0.1

Exon11M 59 52-57; 57-63; 63-100
54-59; 59-65; 65-100
55-60; 60-66; 66-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon12 62 59 49-54; 54-62; 62-100 0.1; 4.0; 0.1

Exon13 60
58, 53

52-57; 57-65; 65-100
55-60; 60-66; 66-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon14 55 55-60; 60-66; 66-100 0.5; 3.0; 0.5
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Temp I  (°C) Temp II  (°C) Gradient [%B] Zeit [min]

Exon15 60
56

52-57; 57-65; 65-100
55-60; 60-66; 66-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon16 60 55 51-56; 56-62; 62-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon17 58 52-57; 57-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon18 58 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon19 56
60

54-59; 59-65; 65-100
52-57; 57-63; 63-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon20 60
53

54-59; 59-65; 65-100
56-61; 61-67; 67-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon21
60

56 55-60; 60-66; 66-100
48-53; 53-59; 59-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Exon22 59 52-57; 57-63; 63-100 0.5; 3.0; 0.5

Exon23 59
55

48-53; 53-59, 59-100
51-56; 56-62; 62-100

0.5; 3.0; 0.5

Exon24 62
57

52-57; 57-65; 65-100
54-59; 59-65; 65-100

0.5; 3.0; 0.5
0.5; 3.0; 0.5

Tab.2.21: DHPLC Bedingungen zur Analyse des BRCA2 Gens

Temp I  (°C) Temp II  (°C) Gradient [%B] Zeit [min]
Exon2 58 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5
Exon3 57 53-58; 58-67; 67-100 0.5; 4.5, 0.1
Exon4 54 51-56: 56-65: 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon5+6 54 53 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon7 57 47-52; 52-61; 61-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon8 54 47-52; 52-61; 61-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon9 48-53; 53-62; 62-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon10.1 56 52 53-58; 58-67; 67-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon10.2 58 57 54-59; 59-68; 68-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon10.3 58 56 52-57; 57-66; 66-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11A 55 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.l
Exon11B 58 51-56; 56-66; 66-100 0.5; 5.0; 0.1
Exon11C 57 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11D 56 53-58; 58-67; 67-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11E 59 57 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11F 55 56-61; 61-70; 70-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11G 54 53-58; 58-67; 67-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11H 58 56 51-59; 59-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11I 57 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11J 55 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11K 57 52-57; 57-66; 66-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11L 56 57 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11M 55 53-58; 58-67; 67-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon11N 56 52-57; 57-66; 66-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon12 62 59 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon13 54 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon14.1 57 49-54; 54-63; 63-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon14.2 57 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon15

57
61 49-54; 54-63; 63-100

53-58; 58-67; 67-100
0.5; 4.5; 0.1
0.5; 4.5; 0.1
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Temp I  (°C) Temp II  (°C) Gradient [%B] Zeit [min]
Exon16 58 54 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon17 56 54-59; 59-65; 65-100 0.5; 3.0; 0.5
Exon18 60 56, 52 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon19 58 54 48-53; 53-62; 62-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon20 58 50-55; 55-64; 64-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon21 59 55 47-52; 52-61; 61-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon22 59

56, 52
51-56; 56-65; 65-100
55-60; 60-69; 69-100

0.5; 4.5; 0.1
0.5; 4.5; 0.1

Exon23 56 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon24 57

53
48-53; 53-62; 62-100
52-57; 57-66; 66-100

0.5; 4.5; 0.1
0.5; 4.5; 0.1

Exon25 59 55 52-57; 57-66; 66-100 0.5; 4.5; 0.1
Exon26 58

54
48-53; 53-62; 62-100
52-57; 57-66; 66-100

0.5; 4.5; 0.1
0.5; 4.5; 0.1

Exon27.1 57
53

51-56; 56-65; 65-100
55-60; 60-69; 69-100

0.5; 4.5; 0.1
0.5; 4.5; 0.1

Exon27.2 56 51-56; 56-65; 65-100 0.5; 4.5; 0.1

Tab.2.22: DHPLC Bedingungen zur Analyse des TP53 Gens

Temp I  (°C) Temp II  (°C) Gradient [%B] Zeit [min]

Exon5 62 67 44-49; 49-58; 58-100 0.5; 4.5; 0.1

Exon6 62 44-49; 49-58; 58-100 0.5; 4.5; 0.1

Exon7 62 44-49; 49-58; 58-100 0.5; 4.5; 0.1

Exon8 59 64 44-49; 49-58; 58-100 0.5; 4.5; 0.1

2.10. Mikrobiologische Methoden

2.10.1. Stämme und Medien

2.10.1.1. Bakterienstämme

Es wurde ausschließlich mit dem E. coli Stamm DH5αF´ gearbeitet, der wie folgt charakte-

risiert ist: F-, φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk
-, mk

+)

phoA, supE44, λ-thi-1, gyrA96, relA1

2.10.1.2. Medien und Aufzucht von E. coli

Vollmedium (LB): 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl
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Zur Selektion plasmidhaltiger Zellen wurde dem Medium nach dem Autoklavieren 50 µg/µl

Ampicillin zugesetzt (LB-Amp).

Feste Nährmedien enthielten zusätzlich 1,5% Agar.

Die Aufzucht erfolgte bei 37°C.

2.10.2. Plasmide

pGL2-Basic (Promega)

Der pGL2-Basic dient der Untersuchung von Genexpression regulierenden Faktoren bei

Säugertellen. Diese Faktoren können cis-aktivierende Elemente sein, wie z. B. Promotoren

oder Enhancer, aber auch trans-aktivierende Elemente, wie z. B. DNA-bindende Proteine.

Dieser Vektor enthält die für die Leuchtkäfer Luziferase kodierende Region, die zur Kontrolle

für die Transkriptionsaktivität transformierter eukaryontischer Zellen eingesetzt wird. Für die

Selektion transfizierter E. coli Zellen besitzt der Vektor eine Ampicillinresistenz.

2.10.3. Klonierung

2.10.3.1. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Für die Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Qia-Quick Gel Extrac-

tion Kit (Qiagen) verwendet. Nach der Auftrennung wurden die gewünschten Banden unter

einer UV-Handlampe aus dem Ethidiumbromid-gefärbten Gel mittels eines Skalpells heraus-

geschnitten und in ein Eppendorf Cup überführt. Nach der Gewichtsbestimmung des Agaro-

seblöckchens wurde dieses mit dem dreifachen Volumen des Puffers QX1 versetzt und bei

50°C geschmolzen. Nach der Zugabe eines Volumens Isopropanol wurde das Gemisch auf

die Säule aufgetragen und 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur Aufreinigung der an die

Siliconmembran der Säule gebundenen DNA wurde diese nach Herstellerangaben mit einer

Waschlösung (Puffer PE) behandelt und erneut 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert.

Anschließend wurde die DNA mit 30 µl Elutionspuffer durch erneute Zentrifugation von der

Säule eluiert.
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2.10.3.2. Restriktionsanalysen

Alle Restriktionen wurden unter den vom Hersteller der Restriktionsenzyme angegebenen

Bedingungen und unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgeführt. Für die Klonie-

rung des BRCA1 Promotors in den Vektor pGL2-Basic wurden Fragment und Vektor mit den

Enzymen KpnI und BglII (Boehringer, Mannheim) geschnitten. Da die Enzyme unter gleichen

Pufferbedingungen arbeiten, konnte die Restriktion in einem Ansatz erfolgen. Die Restriktion

wurde in 20 µl Ansätzen durchgeführt und für 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

Restriktionsansatz: DNA y µl

10 x Puffer H 2 µl

KpnI 1 µl (10 U / µl)

BglII 1 µl (10 U / µl)

Aqua dest.      ad 20 µl

2.10.3.3. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 20 µl Gesamtvolumen, wobei die molare

Menge des Insertionsfragmentes das 4-fache der Vektor-DNA ausmachen soll. Die Ligation

erfolgte in Gegenwart von 1U T4-Ligase (Boehringer, Mannheim) bei Raumtemperatur für 2

Stunden oder über Nacht bei 16°C.

2.10.3.4. Transformation von E. coli mittels Elektroporation

2.10.3.4.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Für die Herstellung der kompetenten Zellen wurde zunächst eine 10 ml Vorkultur über Nacht

bei 37°C angezogen. Mit dieser Vorkultur wurden 500 ml LB-Medium angeimpft. Das Zell-

wachstum wurde photometrisch bei λ = 600 nm verfolgt. Bei einer optischen Dichte von ca.

OD600 = 0,6 wurden die Zellen geerntet und in Zentrifugenröhrchen 10 Minuten auf Eis inku-

biert. Die Zellen wurden bei 4°C und 4000 g für 15 Minuten pelletiert. Anschließend wurden

die Zellen zweimal mit eiskaltem Wasser (500 ml und 250 ml) gewaschen und zentrifugiert.

Nach einem Waschschritt mit 10 ml 10%igem Glycerin und erneuter Zentrifugation wurden

die Zellen in 1,5 ml 10%-igem Glycerin resuspendiert, á 40 µl in Eppendorf Cups aliquotiert

und bei -80°C gelagert.
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2.10.3.4.2 Elektroporation

Kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit dem Vektor gemischt. Das Gemisch

wurde in Elektroporationsküvetten (BioRad, Elektrodenabstand = 0,2 cm) gegeben. Die Elek-

troporation erfolgte in einem BioRad Gene Pulser durch einen exponentiell abfallenden

Spannungspuls bei 2,5 kV, 25 µF, 299 Ω  und τ = 0,4. Nach dem Puls wurden die Zellen mit

1 ml LB-Medium aus der Küvette herausgespült und in einem Eppendorf Cup für 1 Stunde

bei 37°C geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen auf LB-Amp Platten ausplattiert und

über Nacht bei 37°C gelagert.

2.10.3.5. Plasmidpräparation

Für die Isolierung hochreiner Plasmid-DNA wurden verschiedene Kits verwendet. Die Plas-

midpräparation aus einer 2 ml Übernachtkultur erfolgte mittels des GFXTM Micro Plasmid Prep

Sample Kits von Pharmacia. Für eine Midipräparation aus einer 250 ml Übernachtkultur

wurde das QIAfilter Plasmid Midi Kit verwendet. Die Präparationen erfolgten nach den vom

Hersteller beschriebenen Angaben.

2.10.4. Transfektion humaner Karzinom-Zellinien mit FuGENETM6

Transfection Reagent (Boehringer Mannheim)

Die Zellen (SKBR-3) werden auf Medium ohne Phenolrot gesetzt. Nach 48 Stunden werden

die Zellen trypsiniert und so ausgesäht, daß sie am nächsten Tag 50-80% konfluent sind

(SKBR-3: 1 x 105 Zellen pro 12-Loch-Platte). Nach 24 Stunden wird der Zustand der Zellen

mikroskopisch überprüft und vor der Transfektion das Medium erneuert (800 µl/well, ohne

Phenolrot, mit SFCS). Pro well werden 100 µl Optimen Medium in ein 250 ml Falcon Tube

vorgelegt. Anschließend wird pro well 1µl Fugene zugesetzt und vorsichtig gemischt.

FuGENE6 muß direkt zum Medium gegeben werden, um eine Absorption am Röhrchen zu

verhindern. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur  wird die DNA (0,5 µg/well/6-

well) in ein seperates 15 ml Falcon Tube vorgelegt und das verdünnte Fugene tropfenweise

zugesetzt. Anschließend vorsichtig mischen. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtempe-

ratur wird das DNA-Fugene Gemisch tropfenweise zu den Zellen mit normalem Kulturmedium

gegeben. Anschließend werden die Platten geschwenkt, um eine gleichmäßige Verteilung zu

erzielen. Nach 24 Stunden werden die Zellen durch Zugabe von Östrogen, Tamoxifen bzw.

Raloxifen in einer Endkonzentration von 10-7 mol stimuliert. Nach weiteren 24 Stunden

werden die Zellen zweimal mit PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen und die Zellen mit 60
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µl/well Lysispuffer (mit 1 mM DTT) lysiert. Anschließend werden die Zellen abgekratzt und

können bis zur späteren Verwendung bei –80°C eingefroren werden.

2.10.5. Reporter Gen Assay

Vor Beginn des Versuchs müssen der 1 x Lysispuffer, das Luciferase Assay Reagenz und

das Galaktolight Assay Reagenz auf Raumtemperatur temperiert sein. Außerdem muß die

Zentrifuge vorgekühlt werden.

Das Kulturmedium wird von den Zellen abgezogenund die Zellen werden zweimal mit PBS

(ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen. Pro well werden 60 µl Lysispuffer zugegeben und die

Zellen nach 15 Minuten Inkubationszeit mit einem Zellschaber von der Platte gelöst und die

Zellsuspension in ein Eppi überführt. Danach wird die Zellsuspension 10 Sekunden gevortext.

2.10.5.1. Messung der Luciferaseaktivität (Luciferase Assay, Promega):

20 µl der Zellsuspension werden in ein Messröhrchen überführt. Die Messung erfolgte in

einem Luminimetor der Firma Berthold. durch automatische Injektion werden 140 µl Luzife-

rase Assay Substratlösung (Promega) zugesetzt. Die Messung erfolgt automatisch 30

Sekunden nach der Injektion.

2.10.5.2. Messung der Galaktosidaseaktivität (Galaktolight Assay, Promega):

Dem Galaktolight Assay Reagenz (accelerator) wird vor Gebrauch eine 30%-ige H2O2 Lösung

(1 µl/ml accelerator) zugegeben. 10µl der Zellsuspension werden in einem Messröhrchen

vorgelegt und mit Lysispuffer auf 20 µl aufgefüllt. Nach Zugabe von 100 µl Galactolight

Reaktionspuffer wird die Suspension gut gemischt. Die Zugabe des Reaktionspuffers zu den

einzelnen Proben erfolgt im Abstand von 10 Sekunden. Anschließend werden die Zellextrakte

für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgt im Luminimetor der Firma

Berthold nach automatischer Injektion von 100 µl Light Emission Accelerator II.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Methoden der Mutationsanalyse

Etwa 75% aller Mamma-und Ovarialkarzinome entstehen sporadisch, während in 25% der

Fälle ein familiärer Hintergrund vorliegt. In ca. 7 % aller Mamma-und Ovarialkarzinome mit

familiärem Hintergrund werden Keimbahnmutationen der beiden Brustkrebsgene BRCA1 und

BRCA2 als Ursache vermutet. Die Möglichkeit der genetischen Analyses der beiden Gene

BRCA1 und BRCA2 ermöglicht es, das Risiko eines Patienten an Brustkrebs zu erkranken,

einzuschätzen. Dazu stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. Neben der direkten

Sequenzierung der Gene werden auch Vorscreening- Methoden, wie z. B. der PTT ("Protein

Truncation Test"), die SSCP- ("Single Strand Conformation Polymorphism"), die EMD-

("Enzymatic Mutation Detection") oder auch die DHPLC- ("Denaturing High-Pressure Liquid

Chromatography") Analyse durchgeführt.

3.1.1. Direkte DNA-Sequenzierung

Die direkte DNA-Sequenzierung der BRCA-Gene gilt als der Gold-Standard der genetischen

Analyse-Methoden. Im Gegensatz zu den Vorscreening-Methoden erlaubt die direkte

Sequenzierung eine genaue Bestimmung der Art und der Position der Mutation und gilt als

die Methode mit der höchsten Sensitivität. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, daß die

Analyse sehr großer Gene, wie z. B. BRCA1 und BRCA2, sehr arbeits-und zeitaufwendig und

somit auch sehr kostenintensiv ist. Da sich die bisher bekannten Mutationen über den ge-

samten codierenden Bereich der Gene verteilen, ist es erforderlich, jedes Exon dieser beiden

Gene zu sequenzieren. Dabei werden sowohl Hin- als auch Rückstrang sequenziert. Die

Sequenzierstrategie ist in Abb. 3.1 dargestellt. Mittels BRCA-spezifischer Primer werden die

einzelnen Fragmente amplifiziert. Um bei der nachfolgenden Sequenzierung den Einsatz

fragmentspezifischer Primer zu umgehen, sind alle PCR-Primer mit einem Tag versehen. Alle

Universal-Primer enthalten zusätzlich zur BRCA-spezifischen Sequenz 5´ die M13-Universal

Sequenz, alle Reversal-Primer die M13 Reversal Sequenz. Die Sequenzierung erfolgt so

ausschließlich mittels der M13-Universal- und Reversal-Primer. Die Cy5-Markierung der

Sequenzier-Primer ermöglicht eine Analyse der Sequenzierprodukte auf einem automa-

tischen DNA-Sequenzer (A.L.F., Pharmacia Biotech).
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Abb. 3.1: Sequenzierstrategie der BRCA-Gene. Die BRCA-spezifischen Primer enthalten zusätzlich die
M13-Universal bzw. die M13-Reversal Sequenz. Auf diese Weise können alle PCR Produkte einheit-
lich mittels CY5-markierter M13- Universal bzw. Reversal Primer sequenziert werden.

3.1.1.1. Etablierung der PCR

Aufgrund der Größe der beiden Gene BRCA1 und BRCA2 ist es notwendig, sie zur Sequen-

zierung in mehrere Fragmente zu unterteilen. Das BRCA1 Gen besteht aus 24 Exons mit ca

5,7 kb kodierender Sequenz, die einen Bereich von 81 kb genomischer DNA umspannen

(Smith et al., 1996). Zur Analyse wird das Gen in 39 Fragmente unterteilt. Die Exons 1-10,

12-14 und 17-24 werden in einem Fragment amplifiziert. Die Exons 15 und 16 werden in zwei

und das Exon 11 in 15 sich überlappenden Fragmenten amplifiziert. Das BRCA2 Gen besteht

aus 27 Exons, erstreckt sich über einen Bereich von 10,2 kb und umfaßt einen Gesamtbe-

reich von 100 kb genomischer DNA. Zur Analyse dieses Gens werden insgesamt 48 Frag-

mente amplifiziert: jeweils ein Fragment von Exon 1-9, 12, 13, 15-17 und 19-26, jeweils zwei

Fragmente von Exon 14 und 18, jeweils drei Fragmente von Exon 10 und 27 sowie 18 Frag-

PCR

Sequenzierung

M13-Universal M13-ReversalBRCA

IntronExonIntron

BRCA-spezifisch
M13-Reversal3´-Primer

BRCA-spezifisch
M13-Universal 5´-Primer
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Sequenzierung Gegenstrang
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Sequenzierprimer
(Cy5-markiert)

M13-Reversal-
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mente von Exon 11. Die Fragmente weisen eine durchschnittliche Größe von 200 bis 400 bp

auf. Bei Fragmenten dieser Größenordnung kann die Analyse auf einem automatischen

Sequenzer (A.L.F.) durchgeführt werden. Ziel dieser Arbeit war die Etablierung der BRCA2

Sequenzierung.

3.1.1.1.1 Primerdesign für die BRCA2-PCR

Die Primer des BRCA2 Gens werden so ausgewählt, daß im Hinblick auf eine spätere Auto-

matisierung einheitliche PCR Bedingungen zur Amplifikation erforderlich sind. Das Primer-

design erfolgt mit Hilfe eines Programms des “Whitehead Institute for Biomedical Research”

in Cambridge, Massachusetts, USA, welches per Internet (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3_www.cgi) zugänglich ist. Die Primersequenzen werden so ausgewählt,

daß bei maximaler Spezifität alle Primer gleiche Tm-Werte besitzen. Die Primer liegen im

Intronbereich, um eine Analyse des gesamten Exons sowie der Splicestellen zu ermöglichen.

Erfordert die Größe der Exons eine Unterteilung, so muß bei der Anordnung der Primer

gewährleistet sein, daß sich die beiden Fragmente ausreichend überlappen. Die ausgewähl-

ten Primer (siehe Tabelle 2.2) können alle bei einer einzigen Annealing-Temperatur von 55°C

eingesetzt werden. Ein Problem tritt bei der Sequenzierung des Exons 3 auf. Die amplifizierte

Sequenz weist am 5´-Ende des Exons eine Poly-T Sequenz auf, die bei der Sequenzierung

mit dem Universal-Primer zu Abbrüchen der Sequenzierreaktion führt. Hier muß ein zweiter

Forward-Primer ausgewählt werden. Dieser zusätzliche Primer reicht 15 Basen ins Exon. Da

diese 15 Basen nicht durch die Sequenzierung überprüft werden können, amplifiziert man

das Exon 3 mit beiden Primerpaaren. Die Reversal Reaktion wird mit den ursprünglichen

Primern, die Universal Richtung dagegen mit den neuen Primern analysiert. Durch diese

Vorgehensweise wird die kleinstmögliche Anzahl von Basen (15) nur durch eine Richtung der

Sequenzierung abgedeckt.

3.1.1.1.2 Automatisierung der BRCA2-PCR

Durch Einsatz einer automatischen Pipettierstation (Biomek 2000, Beckman) können die PCR

Reaktionen zeitsparend durchgeführt werden. Zudem entspricht die Automatisierung den

Anforderungen der diagnostischen Sequenzierung in Bezug auf z. B. die Minimierung manu-

eller Fehlermöglichkeiten, die Reproduzierbarkeit und die Dokumentationsmöglichkeit bei

gleichzeitig hohem Probendurchsatz. Mit Hilfe der Programmiersprache BioScript wurde ein

Programm geschrieben, das es ermöglicht, die PCR Ansätze direkt in einen an das System

angeschlossenen Thermo Cycler zu pipettieren. Im Rahmen der Programmierung der Pipet-
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tierschritte wurde die für die Durchführung des Versuchs günstigste Anzahl der parallel zu

analysierenden DNA Proben mit jeweils 48 Fragmenten ermittelt. Der Thermo Cycler bietet

Platz für eine 96-Loch-Platte, auf der waagerecht je 12 und senkrecht je 8 Reaktionsgefäße

angeordnet sind. Für jedes Fragment muß zusätzlich eine Negativkontrolle amplifiziert wer-

den. Die o. g. Voraussetzungen führen zu folgender Versuchsanordnung: Pro Pipettierdurch-

gang werden jeweils 16 Fragmente von 5 DNA Proben analysiert. In den Reihen 1 und 7

werden die Negativkontrollen und in den Reihen 2-6 sowie 8-12 jeweils 8 Fragmente von 5

verschiedenen DNA Proben amplifiziert. Dazu wird zunächst der Mastermix, bestehend aus

Wasser, dNTPs, 10 x Puffer und Taq-Polymerase pipettiert und auf alle 96 Reaktionsgefäße

verteilt. Danach erfolgt die Verteilung der Primer, sowie der Proben-DNA. Nach der PCR

Amplifikation werden die PCR Produkte auf einem 1,5%-igen Agarosegel überprüft, bevor sie

nach ihrer Aufreinigung in die Sequenzierung eingesetzt werden.

3.1.1.2. Etablierung der BRCA2-Sequenzierung

Vor der Sequenzierung werden die PCR Produkte mit Hilfe von Microspin-Säulen (S-400,

Pharmacia) von kurzen DNA-Fragmenten, wie z. B. den Primern oder überschüssigen dNTPs

gereinigt. Die direkte Sequenzierung von PCR Produkten nach der “dye-Primer” Methode

erfordert den Einsatz fluoreszenzmarkierter, fragmentspezifischer Primer. Um universelle

Bedingungen für die “cycle-sequencing”-Methode zu schaffen, werden die PCR Primer mit

einem Tag versehen. Jeder 5´-Primer enthält zusätzlich zur BRCA-spezifischen Sequenz 5´

die Sequenz des M13-Universal Primers; jeder 3´-Primer enthält analog dazu die Sequenz

des M13-Reversal Primers. Auf diese Weise ist es möglich, alle BRCA2 Fragmente in beiden

Sequenzierrichtungen mit Hilfe fluoreszenzmarkierter M13 Universal- und Reversal-Primer

bei einer einheitlichen Reaktionsbedingung durchzuführen. Die Universal Reaktion wird bei

einer Temperatur von 60°C, die Reversal Reaktion bei einer Temperatur von 55°C durchge-

führt.

3.1.1.2.1 Automatisierung der Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion der BRCA2 Fragmente soll analog zur PCR mit Hilfe des Pipettier-

roboters automatisiert werden, um die in Abschnitt 3.1.1.1.2 bereits dargestellten Anforderun-

gen der diagnostischen Sequenzierung zu erfüllen. Der Roboter wurde so programmiert, daß

pro Durchgang jeweils 20 Fragmente (4 Fragmente von je 5 DNA Proben) in 80 Sequenzier-

reaktionen (jeweils A-, C-, G- bzw. T-Reaktionen/Ansatz) sequenziert werden. Man analysiert
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die Sequenzierreaktionen eines Durchgangs auf jeweils zwei Sequenziergelen im automa-

tischen DNA-Sequenzer (A.L.F. Express, Kapazität: 40 Spuren). Die gesamte Analyse des

BRCA2 Gens von 5 DNA Proben erfordert 3 PCR- und 24 Sequenzierdurchgänge mit dem

Pipettier Roboter; gefolgt von der Analyse der Sequenzierprodukte auf insgesamt 48

Sequenziergelen.

3.1.1.2.2 Auswertung der Sequenzierung

Die Rohdaten der Sequenziergele werden durch den Einsatz der System Software A.L.F.win

1.0 prozessiert. Verschiebungen der A-, C-, G- und T-Spuren im Gel können ausgeglichen

werden. Zur automatischen Auswertung der Sequenzierreaktion wird die Originalsequenz des

BRCA2 Gens zunächst fragmentweise und mit den darin enthaltenen, bereits bekannten

Mutationen und Polymorphismen in das Programm “Configuration Manager” eingegeben. Bei

der anschließenden Ausführung des Programms “Mutation Analyzer”, das auf die im “Confi-

guration Manager” erfaßten Daten Zugriff nimmt, werden die Daten beider Sequenzier-

richtungen mit der Originalsequenz verglichen und Abweichungen zur Wildtypsequenz mar-

kiert. Jede angegebene Abweichung ist vom Auswerter mit Hilfe der Gegenstrangsequenz zu

analysieren. Eine sehr gute Qualität der Sequenzierreaktion und der Elektrophorese bilden

die Voraussetzung für die automatische Auswertung. Ein häufig auftretendes Elektropho-

reseproblem besteht darin, daß die Signale - vor allem bei langen Sequenzierprodukten -

gegen Ende der Analyse breiter werden. Dies führt zur teilweisen Überlagerung aufeinan-

derfolgender Signale, die beim “base-calling” der Sequenzier Software (A.L.F.win 1.0) zum

Teil als zusätzliche Signale interpretiert werden. Eine Auswertung erfolgt in diesen Fällen

durch eine zeitaufwendige Überprüfung mit Hilfe der Rohdaten. Teilweise muß die

Sequenzierung eines Stranges wiederholt werden.

3.1.2. DHPLC

3.1.2.1. Etablierung der PCR

Bei der Durchführung der Mutationsanalyse mittels DHPLC werden wie bei der Sequen-

zierung die einzelnen Fragmente des zu untersuchenden Gens mittels PCR amplifiziert. Die

DHPLC erlaubt die Detektion eines einzelnen Mismatches in DNA Fragmenten bis zu 1000

bp. Die Verifizierung des positiven DHPLC-Ergebnisses erfolgt durch die direkte DNA

Sequenzierung. Voraussetzung für die direkte Sequenzierung der Fragmente ist eine Größe

von max. 600-800 bp (je nach Sequenzer). Die PCR Produkte müssen in Cyclern mit beheiz-



Ergebnisse 52

barem Deckel amplifiziert werden. Dadurch wird eine Überschichtung des PCR-Ansatzes mit

Mineralöl, das zur Zerstörung der Säulenmatrix führt, vermieden.

3.1.2.1.1 Taq-Polymerase

Durch die DHPLC-Analyse können bereits geringste Mengen mutierter DNA detektiert

werden. Im Rahmen dieser Untersuchung soll getestet werden, welche Auswirkung der Ein-

satz verschiedener Taq-Polymerasen mit unterschiedlichen Fehlereinbauraten auf das

DHPLC-Ergebnis hat. Zu diesem Zweck werden Wildtyp-DNA Proben mit verschiedenen

Taq-Polymerasen (mit und ohne 3´-5´-Exonuklease Aktivität) amplifiziert und mittels DHPLC

analysiert. Für die Taq DNA Polymerase (amersham pharmacia biotech) wird eine Fehlerein-

baurate von 2.6 x 10-5 angegeben. Die Expand High-Fidelity Taq Polymerase (Roche), die

eine “Proof-Reading” Funktion hat, hat eine Fehlereinbaurate von nur 8.5 x 10-6. Abb. 3.2

zeigt die Elutionsprofile am Beispiel von zwei verschiedenen DNA Fragmenten, die jeweils

mit der Pharmacia Taq DNA Polymerase (A und C) und mit der Expand High-Fidelity Taq

Polymerase (Roche) (B und D) amplifiziert wurden. Der Einsatz einer Taq Polymerase mit 3´-

5´-Exonuklease Aktivität führt zu eindeutigen, scharfen Signalen (B und D). Der Einsatz von

Taq Polymerasen mit höherer Fehlereinbaurate kann sich durch die Ausbildung von

Schultern (A) oder einem zusätzlichen Peak (C) darstellen.

Abb. 3.2: Auswirkung verschiedener Taq-Polymerasen mit (B und D) und ohne (A und C) 3´-5´-Exonu-
klease Aktivität auf das Ergebnis der DHPLC Analyse zweier DNA Fragmente.

A

B

C

D
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3.1.2.1.2 Primerdesign und PCR Bedingungen für die DHPLC Analyse der

Gene BRCA1 und BRCA2

Analog zur DNA-Sequenzierung werden die beiden Gene in mehreren Fragmenten amplifi-

ziert. BRCA1 wird in 34 Fragmenten analysiert. Die Exons 2-10 und 12-24 werden als je ein

Fragment amplifiziert. Das Exon 11 ist auf Grund seiner Größe in 13 sich überlappende

Fragmente unterteilt. BRCA2 wird in 42 Fragmenten amplifiziert. Dabei sind die Exons 14,

und 27 in zwei, das Exon 10 in drei und das Exon 11 in 14 sich überlappende Fragmente

unterteilt. Die PCR-Bedingungen variieren in ihren Annealing Temperaturen von 54-58°C und

60°C. Zusätzlich müssen zwei Fragmente mit Touch-Down PCR amplifiziert werden.

3.1.2.1.3 Automatisierung der PCR für die BRCA1/2 Analyse

Im Zuge einer Automatisierung der PCR zur BRCA1 und BRCA2 Analyse werden die PCR

Bedingungen so etabliert, daß jeweils 8 Fragmente bei der gleichen Annealingtemperatur

amplifiziert werden können (siehe Tabelle 2.12). Bei dieser Analysestrategie müssen zwei

überzählige Fragmente mit einer Annealing-Temperatur von 57 °C sowie die beiden Touch-

Down PCRs manuell amplifiziert werden. Alle anderen Fragmente werden mit der automa-

tischen Pipettierstation Biomek 2000 von Beckman pipettiert und in dem angeschlossenen

Cycler amplifiziert. Man amplifiziert jeweils 12 DNA Proben von acht verschiedenen Frag-

menten einer Annealing Temperatur in 96-Loch-Mikrotiter-Platten. Bei Amplifikation eines

Leerwertes zur Kontaminationskontrolle (Nullprobe) können so 11 Familien parallel analysiert

werden. Die Pipettierstation wurde mit der Programmiersprache BioScript so programmiert,

daß zunächst ein Mastermix, bestehend aus Wasser, dNTPs, 10xPuffer und Taq-Polymerase

pipettiert und für alle 96 PCR Reaktionen vorgelegt wird. Anschließend erfolgt die Verteilung

der acht verschiedenen Primerpaare in den vorgelegten Mastermix. Abschließend wird das

Wasser in die erste senkrechte Reihe als Leerwert, sowie die DNA von 11 verschiedenen

Patienten in die Reihen 2-12 pipettiert. Anschließend erfolgt die PCR Reaktion. Die so herge-

stellten 96 Proben können nach Überprüfung auf einem 1,5%-igen Agarosegel direkt mit der

96-Loch-Platte in der DHPLC analysiert werden.
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3.1.2.2. Etablierung der DHPLC-Analyse

Die Mutationsanalyse unter Einsatz der DHPLC setzt voraus, daß für jedes DNA Fragment

die optimalen Elutionsbedingungen und Analysetemperaturen bestimmt werden.

3.1.2.2.1 Bestimmung des Gradienten

Die Analyse eines DNA Fragments durch DHPLC setzt sich aus vier Phasen zusammen, die

sich durch die unterschiedliche Kombinationen der Puffer A und B (25% Acetonitril) in der

mobilen Phase voneinander unterscheiden. Die Puffer werden mit einer Fließgeschwingigkeit

von 0.9 ml/min über die Säule gepumpt. Die 4 Phasen werden anhand eines typischen Elu-

tionsprofils (Abb. 3.3 A) sowie des dazugehörigen Gradienten (Abb. 3.3 B) erläutert.

In der ersten Phase (“Loading”) erfolgt die Injektion der DNA Probe. Diese Phase dauert 0.5

Minuten. Der Anteil des Puffers B wird dabei um 5% (+1.25% Acetonitril) erhöht.

In der zweiten Phase (“Gradient”) findet die Elution des DNA Fragments von der Säule statt.

In dieser Phase variiert der Anteil des Puffers B zwischen 48% (12% Acetonitril) und 69%

(17,25% Acetonitril). Die Konzentration des Puffers B wird konstant um 2% pro Minute (0.5%

Acetonitril) erhöht. Innerhalb des Gradienten wird die Konzentration an Acetonitril erreicht, bei

der die Elution des DNA Fragments von der Säulenmatrix stattfindet. Durch eine Optimierung

des Gradienten kann die Analysezeit verkürzt werden. Es ist jedoch darauf zu achten, daß

die zur Elution des DNA Fragments benötigte Konzentration an Acetonitril zur Halbzeit des

Gradienten erreicht wird.

In der dritten Phase (“Clean”) wird die Säulenmatrix gereinigt. Zu diesem Zweck wird die

Acetonitrilkonzentration für 0.5 Minuten auf 25% (100% PufferB) erhöht. So werden alle noch

mit der Säulenmatrix interagierenden DNA Fragmente eluiert. Im Elutionsprofil macht sich

dies durch den sog. Endpeak bemerkbar.

Die vierte Phase (“Equilibrate”) dient der Equilibrierung der stationären Phase mit der

ursprünglichen Pufferkonzentration. Diese Phase dauert mindestens zwei Minuten.
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Abb. 3.3: Darstellung eines typischen Elutionsprofils eines DNA Fragments (A) sowie des dazugehöri-
gen Gradienten (B). Die Analyse läßt sich in vier Phasen unterteilen: “Loading”, “Gradient”, “Clean” und
“Equilibrate”, die durch unterschiedliche Zusammensetzungen der mobilen Phase geprägt sind.

3.1.2.2.2 Bestimmung der Analysetemperatur

Im Fall einer heterozygoten Mutation werden nach Denaturierung und Renaturierung neben

den beiden Homoduplices auch die beiden Heteroduplices gebildet. Diese zeigen wegen

ihrer unterschiedlichen Basensequenzen unterschiedliche Schmelzverhalten und können so

voneinander getrennt werden. Bei der idealen Analysetemperatur weichen die Einzelstrang-

anteile von Homo- und Heteroduplices am stärksten voneinander ab. Dies ist i. a. der Fall,

wenn das DNA Fragment zu 25% als Einzelstrang vorliegt.

Abb. 3.4 zeigt die Elutionsprofile eines DNA Fragments (Exon4, BRCA2) bei verschiedenen

Temperaturen (50-56°C). Abb. 3.4 A zeigt die Elutionsprofile des Wildtyp-DNA Fragments.

Die gesamte DNA wird bei einer bestimmten Konzentration Acetonitril von der Säule eluiert.

Dies zeigt sich im Elutionsprofil in einem einzigen, scharfen Peak. Die Zunahme des Einzel-

stranganteils des DNA Fragments bei steigender Temperatur bewirkt eine Elution des DNA

Fragments von der Säule bei einer geringeren Acetonitrilkonzentration. Im Vergleich dazu

sind in Abb. 3.4 B die entsprechenden Elutionsprofile des gleichen DNA Fragments bei Vor-

Loading Gradient Clean EquilibrateA

B
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liegen einer heterozygoten Mutation dargestellt. Zusätzlich zu dem Wildtyppeak erhält man je

nach Temperatur bis zu drei zusätzliche Peaks. Diese sind auf das unterschiedliche Elutions-

verhalten der beiden Homo- und Heteroduplices zurückzuführen, die bei gleicher Temperatur

voneinander abweichende Schmelzverhalten zeigen. Unter nicht denaturierenden Bedingun-

gen von 50°C erhält man wie bei der Wildtyp-DNA nur ein Signal, d. h. Homo- und Hetero-

duplices liegen als dsDNA vor. Bei 51°C werden zunächst Hetero- und Homoduplexmoleküle

voneinander getrennt. Bei 52°C sind beide Heteropuplices deutlich voneinander zu unter-

scheiden und bei der idealen Analysetemperatur (53°C) liegen alle vier möglichen dsDNA

Moleküle voneinander differenziert vor. Bei höheren Temperaturen zeigen die beiden Hetero-

duplices kein unterschiedliches Schmelzverhalten mehr, wohingegen sich die beiden Homo-

duplices bei 54°C noch deutlich voneinander unterscheiden. Bei 55°C erhält man nur zwei

Signale für Homo-und Heteroduplices. Bei 56°C liegen schließlich alle 4 DNA Moleküle voll-

ständig denaturiert vor es zeigt sich wie beim Wildtyp Fragment nur ein Signal im Elutions-

profil. Das hier gezeigte Beispiel stellt einen Idealfall dar. Liegt eine heterozygote Mutation

vor, können oft nur Homo- und Heteroduplices voneinander unterschieden werden, d. h. man

erhält nur zwei Signale.

Abb. 3.4: Elutionsprofile eines DNA Fragments bei verschiedenen Temperaturen (50-56°C). (A) Die
Wildtyp-DNA wird in Abhängigkeit vom ss-Anteil bei steigender Temperatur bei niedrigeren Acetonitril-
konzentrationen von der Säule eluiert. (B) Bei Vorliegen einer heterozygoten Mutation zeigt das Elu-
tionsprofil des gleichen DNA Fragments zusätzliche Signale für die Homo- und Heteroduplices.
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Der Anteil an ds/ss-DNA läßt sich mit entsprechender Software (z. B. Wave Maker von

Transgenomics) prognostizieren, basierend auf der Berechnung der Schmelzkurven von DNA

Fragmenten. Das Programm Wave Maker gibt eine Analysetemperatur vor, die über das

gesamte DNA Fragment gemittelt ist. Obwohl Mutationen erfahrungsgemäß über einen

größeren Temperaturbereich nachzuweisen sind (mindestens 2-3°C bis zu 6-7°C; Oefner and

Underhill, 1998), sollte die Analyse bei nur einer Temperatur lediglich bei Fragmenten erfol-

gen, die ein gleichmäßiges Schmelzverhalten aufweisen. Fragmente, die unterschiedliche

Schmelzdomänen besitzen, sollten dagegen bei mindestens 2 verschiedenen Temperaturen

analysiert werden. Abb. 3.5 zeigt ein Schmelzprofil des DNA Fragments 15, BRCA2 mit

unterschiedlichen Schmelzdomänen. Das Programm “Wave Maker” gibt eine Analysetem-

peratur von 57°C an. Im folgenden wird erläutert, warum es sinnvoller ist, die Analyse bei

mindestens 2 Temperaturen (57°C und 61°C) durchzuführen. Die Analyse zweier Positiv-

kontrollen hat ergeben, daß zwar die Mutation G7709A, nicht aber die Mutation C7786T bei

57°C detektiert werden kann. Die Mutation C7786T kann erst bei einer Analyse-Temperatur

von 61°C detektiert werden.

Ein weiteres Programm zur Ermittlung der Analysetemperatur wird von der Universität

Stanford über das Internet (http://insertion.stanford.edu/melt.html) angeboten. Auch bei

diesem Programm wird eine über das gesamte DNA Fragment gemittelte Temperatur vorge-

schlagen. In Fragmenten mit AT- oder GC- reichen Regionen wird zusätzlich eine niedrigere

bzw. höhere Analysetemperatur (+/- 5°C) vorgeschlagen. Für das oben dargestellte Beispiel

werden von diesem Programm die Analyse-Temperaturen 55°C und 60°C vorgeschlagen.

Um optimale Analysetemperaturen zu erreichen, ist es sinnvoll, die Schmelzkurven aller zu

analysierenden Fragmente durch eines der o. g. Programme erstellen zu lassen und die

Analysetemperaturen in Abhängigkeit von den Schmelzdomänen individuell festzulegen.

Abb. 3.5: Schmelzprofil des Exon15/BRCA2. Die Abbildung zeigt, daß das Fragment über  verschie-
dene Schmelzdomänen verfügt. Die Analyse sollte daher bei zwei Temperaturen (57°C und 61°C)
erfolgen.

G7709A C7786T
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3.1.2.2.3 DHPLC Bedingungen für BRCA1 und BRCA2

Die in den Abschnitten 3.1.2.2.1 (Gradient) sowie 3.1.2.2.2 (Analysetemperatur) allgemein

dargestellten Vorgehensweisen zur Ermittlung der idealen Analysebedingungen werden im

folgenden auf die Analyse der amplifizierten DNA Fragmente der Gene BRCA1 und BRCA2

übertragen (siehe Tabellen 2.20 und 2.21). Die Elutionsgradienten sind für alle Fragmente so

optimiert, daß die max. Analysedauer 10 Minuten beträgt.

Aufgrund ihrer Schmelzprofile sind für 11 BRCA1 Fragmente bzw. 16 BRCA2 Fragmente

zwei verschiedene Analysetemperaturen und für ein BRCA1 Fragment bzw. zwei BRCA2

Fragmente drei verschiedene Analysetemperaturen notwendig. Die mittels automatisierter

PCR amplifizierten DNA Fragmente können in der Mikrotiter- Platte direkt in die Autosampler-

Einheit der DHPLC transferiert werden. Die Reihenfolge der Analysen richtet sich nach der

Analysetemperatur der einzelnen Fragmente. Der Ofen kann sehr schnell aufgeheizt werden,

kühlt sich jedoch nur langsam wieder ab. Daher ist es zur zeitlichen Optimierung der Analyse

sinnvoll, die Fragmente mit ansteigenden Temperaturen zu analysieren.

Vor der Analyse einer Mikrotiter-Platte mit 96 Proben ist es erforderlich, die Dauer der Ana-

lyse und den daraus resultierenden Pufferverbrauch zu berechnen. Dazu wird pro Analyse

eine Dauer von ca. 13 Minuten (10 min Gradient + 1 min Equilibrierung + 1 min Baselinetest)

mit einem Pufferverbrauch von 0.9 ml/min zu Grunde gelegt.

In Abhängigkeit von der Nutzung der DHPLC kann zwischen verschiedenen Reinigungspro-

grammen gewählt werden. Im Anschluß an die Analyse einer 96 Loch-Platte wird die Säule

durch die Anwendung des Programms “Instrument clean up” gereinigt. Hierbei wird die Säule

bei 60°C für 30 Minuten mit 100 % Puffer C (75% Acetonitril) gespült und somit von allen

DNA Fragmenten, die noch an die Säulenmatrix gebunden sind, gereinigt. Bei täglicher

Nutzung des Wave Systems reinigt man die Säulenmatrix einmal wöchentlich mit dem Pro-

gramm “Column clean up”. Dabei wird eine Reinigungslösung (“DNA Sep-wash solution”) auf

die Säule appliziert. Diese enthält u. a. EDTA zur Entfernung zweiwertiger Ionen. Mit dem

Programm “Sleep” wird die DHPLC in ihren Ruhezustand versetzt. Dabei werden je 50%

Puffer A und B mit einer Fließ-Geschwindigkeit von 0.05 ml/min bei 50 °C über die Säule

gepumpt (siehe Tabelle 2.19).
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3.1.2.3. Positivkontrollen für BRCA1 und BRCA2

Um die Etablierung der Methode abzusichern und ggf. zu optimieren, werden die theoretisch

ermittelten Analysebedingungen durch die Analyse von Positivkontrollen, d. h. DNA mit

bekannten Mutationen, überprüft. Die Zielsetzung dieses Untersuchungsteils besteht darin,

für alle amplifizierten DNA Fragmente der beiden Gene mindestens eine Mutation als Positiv-

kontrolle einzusetzen. In Fragmenten mit verschiedenen Schmelzbereichen sollten jeweils

Positivkontrollen für die verschiedenen Domänen getestet werden. Darüberhinaus soll es sich

bei den Positivkontrollen möglichst um Punktmutationen handeln, da der Nachweis von

Punktmutationen oft schwieriger ist, als der Nachweis von Deletionen oder Insertionen.

Auf der Basis dieser Zielsetzung wurden in zwei Datenbanken geeignete Mutationen von

BRCA1 und BRCA2 gesucht. Es handelt sich um die BIC-Datenbank (Breast Cancer Infor-

mation Core), eine weltweite Datenbank für BRCA1 und BRCA2 Mutationen

(http://www.nhgri.nih.gov/Intramural_research/Lab_transfer/Bic), sowie um die German BIC-

Datenbank (http://www.pedgen.med.uni-muenchen.de/BRCA), eine innerhalb des Konsor-

tiums gegründete Datenbank, die die in Deutschland bisher gefundenen Mutationen zusam-

menfaßt. Die Labore, die die Mutationen beschrieben hatten, wurden angeschrieben und um

Zusendung von ca. 1µg Blut-DNA der Mutationsträger gebeten. Die Resonanz auf diese

Aktion war sehr positiv. Insgesamt wurden 85 verschiedene BRCA1 Mutationen aus allen

amplifizierten Fragmenten, sowie 105 verschiedene BRCA2 Mutationen für diese Unter-

suchung zur Verfügung gestellt. (siehe Tabellen 10.3 und 10.4). Für das BRCA2 Gen fehlen

Positivkontrollen für die Fragmente 8, 12, 14.1, 19 und 26. Für alle anderen Fragmente

beider Gene konnten die ermittelten Analysebedingungen durch die Positivkontrollen bestä-

tigt und in einigen Fällen optimiert werden. So konnte beispielsweise für das Fragment 11E

gezeigt werden, daß zur Analyse aller darin enthaltenen Mutationen zwei Temperaturen

erforderlich sind, obwohl die Mutationen nicht in völlig voneinander abweichenden Schmelz-

domänen liegen. Die beiden Analysetemperaturen weichen lediglich um 2°C voneinander ab.

Die Mutationen C3743T und G3744A können tatsächlich nur bei einer einzigen Temperatur

(59°C) detektiert werden, während die Mutation A3624G bereits bei 57°C detektierbar ist.

Anhand der Positivkontrollen zeigte sich, daß die Mutationen in diesem Fragment nicht über

einen größeren Temperaturbereich nachgewiesen werden können.
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3.1.2.3.1 Amplifizierung der Positivkontrollen

Die zur Verfügung stehende DNA Menge der Positivkontrollen ist sehr begrenzt. Es müssen

daher Vorgehensweisen entwickelt werden, um sie möglichst sparsam in die PCR einzu-

setzen, bzw. in Form einer Mutationsbank auf Dauer zu erhalten.

Zunächst stellt man PCR-Produkte der einzelnen Fragmente zwecks Reamplifikation her.

Diese PCR Produkte können als Template in einer Verdünnung von 10-8 erneut in die PCR

eingesetzt werden, ohne daß sich Auswirkungen auf das Peakmuster des Fragments in der

DHPLC Analyse zeigen. Da durch den Einsatz von PCR Produkt als Template die Gefahr

einer Kontamination des PCR-Platzes besteht, wird die Reamplifikation der Positivkontrollen

räumlich getrennt von der automatisierten PCR durchgeführt.

Da die BRCA1- und BRCA2 Mutationen langfristig in Form einer Mutationsbank zur Verfü-

gung stehen sollen, wird die mutierte DNA der einzelnen DHPLC Fragmente in das Vektor-

system "pGEM-T Easy Vector System I" von Promega kloniert.

3.1.2.3.2 Entwicklung eigener Positivkontrollen

Eine weitere Aufgabenstellung besteht darin, eine Strategie zu entwickeln, um in Fragmente,

für die keine Positivkontrollen zur Verfügung stehen, künstlich Mutationen einzubauen. Das

Prinzip ist am Beispiel von Exon 8 / BRCA2 in Abb. 3.6 schematisch dargestellt. Man wählt

Primer, die innerhalb des Fragments in Universal- und Reversal Richtung komplementär

binden, und die ein Mismatch enthalten (Ex8 #). In zwei getrennten PCR Reaktionen (1. und

2. PCR) werden jeweils mit einem das Exon 8 flankierenden und einem innerhalb des Frag-

ments liegendem, fehlerhaften Primer zwei Fragmente amplifiziert. Anschließend werden

diese beiden PCR Produkte in einem Verhältnis von 1:1 gemischt, und nach Denaturierung

und Renaturierung mit den beiden äußeren flankierenden Primern amplifiziert (3. PCR). Auf

diese Weise erhält man das Fragment von Exon 8 mit einer homozygoten Mutation. Die

Mutation kann mittels direkter DNA Sequenzierung verifiziert werden. Da man mittels DHPLC

nur heterozygote Mutationen nachweisen kann, muß das PCR Produkt mit der Mutation im

Verhältnis 1:1 mit dem PCR Produkt der Wildtyp DNA gemischt werden.
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Abb.3.6: Schematische Darstellung des Einbaus einer homozygoten Mutation in eine Wildtyp DNA
mittels PCR unter Verwendung von Primern mit eingebautem Mismatch (Ex8 #).

3.1.2.3.3 Überprüfung der Analysebedingungen mittels der Positivkontrollen

Der routinemäßige Einsatz der DHPLC in der Mutationsanalyse erfordert die vollständige

Reproduzierbarkeit der etablierten Analysebedingungen. Problematisch bei der DHPLC

Analyse ist die Kontrolle der Analyse-Temperatur. Der Säulenofen zeigt aufgrund seiner Ein-

Punkt-Eichung Abweichungen zwischen der Soll- und der Ist- Temperatur auf der Säule. Die

Ist-Temperatur wird darüberhinaus durch äußere Bedingungen wie z. B. die Raumtemperatur

und die Temperatur des Puffers beeinflußt. Die Analyse der Positivkontrollen zeigt, daß die

ideale Analyse-Temperatur je nach äußeren Temperaturbedingungen um 1°C nach oben

bzw. unten von der zuvor etablierten Analyse-Temperatur abweichen kann. Um den Einfluß

der Temperaturschwankungen auf das Analyseergebnis auszuschließen, werden die Analy-

sebedingungen vor jeder Analyse in einem Vorlauf getestet und je nach Analyseergebnis ggf.

korrigiert. Zu diesem Zweck werden die Negativkontrollen der automatisierten PCR (Reihe 1

der 96-Loch Platte) durch Positivkontrollen für die auf dieser Platte vorgelegten 8 Fragmente

ersetzt und zuerst analysiert. Im Anschluß an die Detektion aller Positivkontrollen erfolgt die

Analyse der unbekannten DNA-Fragmente unter diesen Bedingungen.

PCR Produkte 1:1
Denaturierung + Renaturierung

5´ Ex8 #

3´ Ex8
1. PCR 2. PCR

5´ Ex8

3´ Ex8 #

5´ Ex8

3´ Ex8

Extension und
 3. PCR
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3.1.2.3.4 Sensitivitätsermittlung mittels der Positivkontrollen

Durch den Einsatz der Positivkontrollen wird das Ziel verfolgt, die Sensitivität der DHPLC zu

ermitteln. Zu diesem Zweck amplifiziert und analysiert man alle zur Verfügung stehenden

DNA-Proben mit bekannten Mutationen. Es stellt sich heraus, daß nur vier der insgesamt

über 200 Positivkontrollen nicht unter den etablierten Bedingungen nachweisbar sind. Auch

nach Veränderung der Bedingungen können diese Positivkontrollen nicht eindeutig nachge-

wiesen werden. Dennoch liegt die Sensitivität der DHPLC in der Analyse der BRCA1 und

BRCA2 Gene nach der Etablierung bei über 95% und ist damit mit der Sensitivität der DNA

Sequenzierung vergleichbar.

3.1.2.3.5 Nicht-detektierbare Positivkontrollen

Auch nach Optimierung der Analysebedingungen können die Mutationen 928delT im Exon 9

sowie T4229A und G4486T im Fragment 11G von BRCA2 nicht nachgewiesen werden, da

die Wildtyp DNA bei allen Analyse-Temperaturen ein breites Signal mit ausgeprägten Schul-

tern zeigt. Dieses Problem kann evtl. auf die Basensequenz der Fragmente zurückgeführt

werden. So befindet sich z. B. im Fragment 9 am 3´-Ende eine Poly-T-Sequenz. Kommt es,

selbst unter Verwendung der High-Fidelity Taq-Polymerase, zu Einbaufehlern in diesem

Bereich, können Homo- und Heteroduplices ausgebildet werden. Durch eine Verschiebung

des 3´-Primers, die die Amplifikation der Poly-T Sequenz ausschließt, kann in diesem Fall

erreicht werden, daß die Wildtyp DNA ein eindeutiges Signal zeigt.

3.1.2.3.6 Detektion von Mutationen in “high-melting domains”

Die Mutation T300G im Exon 5 von BRCA1 ist eine weitere Mutation, die mittels DHPLC nicht

reproduzierbar nachweisbar ist. Diese Mutation liegt in einem Bereich mit extrem hohem Tm-

Wert. Aus den mit der TGGE (Temperaturgradienten Gelelektophorese) - einer weiteren

Methode der Heteroduplex-Analyse - vorliegenden Erfahrungen ist bekannt, daß ein Nach-

weis von Mutationen in “high-melting-domains” problematisch sein kann. Mit der TGGE

werden Homo- und Heteroduplices über ein Gel, an das ein Temperaturgradient angelegt

wird, voneinander getrennt. In Fragmenten mit unterschiedlichen Schmelzdomänen tritt sehr

oft das Phänomen auf, daß die “high-melting domain” schlagartig aufschmilzt, und das Frag-

ment ohne Übergang vollständig in die Einzelstränge zerfällt. Eine Mutation, die in diesem

Bereich liegt, kann nicht detektiert werden. Um diese Mutationen dennoch detektieren zu

können, werden die Fragmente mit Hilfe von GC-Klammern oder mittels einer Psoralen-Modi-

fikation (Appligen) stabilisiert. Psoralen ist eine chemische Modifikation eines Primers. Je
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nachdem, welchen Bereich des Fragments man stabilisieren möchte, wird der 5´- oder der 3´-

Primer mit Psoralen gekoppelt. Nach Bestrahlung des PCR Produkts mit UV-Licht der

Wellenlänge 365nm bildet sich eine kovalente Bindung zwischen beiden Strängen aus, die

den Zerfall in die beiden Einzelstränge verhindert. Im Rahmen dieser Arbeit werden Frag-

mente mit Mutationen in “high-melting domains” ohne und mit Psoralenmodifikation verglei-

chend in DHPLC und TGGE analysiert.

3.1.2.3.6.1 Vergleich TGGE-DHPLC ohne Modifikation

Abb. 3.7 zeigt die Schmelzkurven des Fragments 16 von BRCA2. Während die Mutation

IVS15-116delTAG im Bereich mit niedrigem Tm-Wert liegt, befindet sich die Mutation G7986A

in einer “high-melting domain”. Die DNA Fragmente werden ohne Modifikation amplifiziert und

mittels TGGE und DHPLC analysiert. Die Analyseergebnisse sind in den Abb. 3.8 (TGGE-

Gel) und 3.9 (DHPLC-Ausdruck) dargestellt. Mittels TGGE kann nur die Mutation IVS15-

116delTAG eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 3.8 A), während die Mutation G7986A

nicht detektiert wird (Abb. 3.8 B). Die Analyse des gleichen Fragments durch DHPLC zeigt,

daß beide Mutationen detektiert werden können. Allerdings muß die Analyse des Fragments

aufgrund der verschiedenen Schmelzdomänen bei zwei Analyse-Temperaturen durchgeführt

werden. Während die Mutation IVS15-116delTAG bei einer Analyse-Temperatur von 54°C

detektiert werden kann (Abb. 3.9.A/B), wird die Mutation G7986A bei 58°C detektiert (Abb.

3.9 C/D).

Abb. 3.7: Schmelzkurve des Fragments 16, BRCA2 mit einer „high-melting domain“ im Bereich der
Mutation G7986A.

IVS15 -116 G7986A
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Abb. 3.8: Analyseergebnis der TGGE. Abb.3.9: Analyseergebnisse der DHPLC.
(A) Mutation IVS15-116delTAG (A/B)Wildtyp und Mutation IVS15-116delTAG
und (B) Mutation G7986A. und(C/D) Wildtyp und Mutation G7986A.

Auch das Fragment 11L von BRCA2 weist eine “high-melting domain” auf. Für dieses Frag-

ment gibt es vier verschiedene Positivkontrollen; eine der Mutationen (6174delT) liegt in der

“high-melting domain” (siehe Schmelzkurve, Abb. 3.10). Der Nachweis der Mutation 6174delT

kann durch DHPLC, nicht jedoch durch TGGE (TGGE-Gel, Abb. 3.11) erfolgen. Wie auch für

alle anderen Mutationen dieses Fragments C6092A, A6265T und C6293G (Abb. 3.12 A/C/D)

zeigen sich im Elutionsprofil der DHPLC Analyse zwei Peaks (Abb. 3.12 B). Während alle

Mutationen dieses Fragments bei 56°C analysiert werden, muß die Mutation 6174delT bei

einer Analyse-Temperatur von 57°C analysiert werden.

Abb. 3.10: Schmelzkurve des Fragments 11L, BRCA2 mit einer „high-melting domain“ im Bereich der
Mutation 6174delT.

A

B

C

D

A: del TAG

B: G7986A

C6092A 6174delT A6265T C6293G
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Abb. 3.11:Analyseergebnis der TGGE für die Abb.3.12: Analyseergebnisse der DHPLC: für
Mutation 6174delT die Mutationen (A) C6092A; (B) 6174delT,

(C) A6265T und (D) C6293G.

Dieser direkte Vergleich der beiden Methoden TGGE und DHPLC zeigt, daß die DHPLC der

TGGE bei der Detektion von Mutationen in “high-melting domains” generell überlegen ist.

3.1.2.3.6.2 Vergleich TGGE-DHPLC mit Modifikation

Die in Abschnitt 3.1.2.3.6 bereits erwähnte Mutation T300G liegt innerhalb des Fragments 5

von BRCA1 ebenfalls in einem Bereich mit sehr hohem Tm-Wert. Diese Mutation kann in der

TGGE überhaupt nicht und in der DHPLC-Analyse nicht reproduzierbar nachgewiesen

werden. Trotz idealer Analysebedingungen läßt sich das Signal der Mutation nicht immer vom

Wildtyp Signal unterscheiden (Abb. 3.13 A und B). Es stellt sich somit die Aufgabe, zu über-

prüfen, ob durch eine  Psoralenmodifikation des Fragments ein positives Analyseergebnis

reproduzierbar erzielt werden kann. In Abb. 3.14 ist anhand der Schmelzkurven dargestellt,

wie sich das Schmelzverhalten des Fragments 5 durch die Psoralenmodifikation des 5‘-

Primers verändert. Ohne Psoralenmodifikation (Abb. 3,14 A) schmilzt der Bereich um die

Mutation T300G erst bei sehr hohen Temperaturen auf. Durch eine Psoralenmodifikation des

5´-Primers wird das Fragment so stabilisiert, daß es insgesamt ein gleichmäßiges Schmelz-

verhalten zeigt. Tatsächlich kann die Mutation nach Psoralenmodifikation des DNA Frag-

ments mittels DHPLC reproduzierbar in einem Temperaturintervall von 2°C nachgewiesen

werden (Abb. 3.15 A/B: 55°; C/D: 56°C). In Abb. 3.15 A/B ist hinter dem eigentlichen Signal

noch ein zusätzliches Signal erkennbar, das auf ungekoppeltes Psoralenprodukt zurückzu-

führen ist. Dies bedeutet, daß ungekoppeltes Psoralen Wechselwirkungen mit der Säulen-

WT

6174 delT

A

B

C

D
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matrix eingeht. Ungeklärt ist derzeit noch, welche Wechselwirkungen bestehen. Es ist nicht

bekannt, ob psoralenmodifizierte Produkte vollständig von der Säule eluiert werden, oder ob

die Kapazität der Säulenmatrix evtl. durch den Einsatz psoralenmodifizierter Produkte beein-

trächtigt wird. Alternativen zur Stabilisierung der Fragmente und zum Nachweis von Muta-

tionen in “high-melting-domains” bestehen im Einsatz von GC-Klammern bzw. von 7-deaza-

2´-dGTP statt dGTP in der PCR.

Abb. 3.14: Schmelzprofil des Fragments 5 von BRCA1 ohne (A) und mit Psoralenmodifikation (B).

Abb. 3.13: Analyseergebnisse der DHPLC für das Abb.3.15: Analyseergebnisse der DHPLC für
Fragment 5 von BRCA1: Wildtyp (A) sowie die das Fragment 5 von BRCA1: Wildtyp und
Mutationen T300G (B und C) und 331+1 (D) Mutation T300G bei 55°C (A/B) und bei 56°C
ohne Psoralenmodifikation. (C/D) mit Psoralenmodifikation.

                                     Exon 5 BRCA1

ohne Psoralenmodifikation              mit Psoralenmodifikation

A

B

C

D

A

B

C
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3.1.2.4. Interpretierbarkeit des Elutionsprofils

Die DHPLC ist -wie alle anderen Vorscreening-Methoden- eine Methode zur Mutationsdetek-

tion. Eine Charakterisierung (Bestimmung von Art und Position) der Mutation ist mit dieser

Methode nicht möglich. Positive DHPLC Ergebnisse müssen durch direkte DNA Sequen-

zierung verifiziert werden. Dies ist vor allem durch die große Anzahl der Polymorphismen in

den beiden Genen BRCA1 und BRCA2 sehr zeitaufwendig und kostenintensiv. Es stellt sich

daher die Aufgabe, Polymorphismen von potentiellen Mutationen in dem gleichen Fragment

bereits durch Einsatz der DHPLC eindeutig zu unterscheiden. Dabei sind zwei Punkte zu

berücksichtigen. Zum einen müssen Polymorphismus und Mutation bei zunächst gleichem

Elutionsprofil eindeutig voneinander zu differenzieren sein. Zum anderen muß sich das Signal

von Polymorphismus und Mutation gemeinsam in einem Fragment vom Signal des Polymor-

phismus allein unterscheiden. Dieser Sachverhalt wird am Beispiel des Fragments 11i von

BRCA1 untersucht. Zunächst wird das Fragment 11i mit Polymorphismus (A3232G) bzw. mit

Mutation (3228insT) analysiert. In Abb. 3.16 sind die Elutionsprofile des Wildtypfragments (A),

sowie der Mutation (B) und des Polymorphismus (C) dargestellt. Bei einer Analyse-Tempe-

ratur von 56°C können beide Veränderungen detektiert werden. Obwohl es sich um sehr

unterschiedliche Veränderungen handelt (Insertion bzw. Punktmutation), sind die Elutions-

signale nicht eindeutig voneinander zu unterscheiden. Es ist daher nicht möglich, eine Aus-

sage bezüglich der Mutation zu treffen.

Abb. 3.16: Elutionsprofil des Fragments 11i: (A) Wildtypfragment (B) Mutation 3228insT (C) Polymor-
phismus A3232G

A B

C
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Aus diesem Grund führt man ein Mischexperiment durch. Die PCR Produkte der Fragmente

mit Polymorphismus bzw. Mutation werden im Verhältnis 1:1 gemischt und nach Denaturie-

rung und anschließender Renaturierung unter gleichen Bedingungen erneut analysiert. Das

Elutionsprofil ist in Abb. 3.17 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, daß das Elutionsprofil

des Mischexperiments sich von den Elutionsprofilen der Fragmente mit einer einzelnen

Veränderung (siehe Abb. 3.16 B und C) unterscheidet.

Des weiteren muß sichergestellt sein, daß das Elutionsprofil sich bei Vorliegen von zwei

Veränderungen gleichzeitig in einem Fragment ebenfalls von dem Elutionsprofil des Frag-

ments mit Polymorphismus unterscheidet. Zu diesem Zweck wird das gleiche DNA Fragment

mit zwei verschiedenen Polymorphismen (A3232G und A3238G) analysiert. Das Elutions-

profil ist in Abb. 3.18 dargestellt. Auch ohne Mischexperiment ist das Elutionsprofil von zwei

Veränderungen in einem Fragment von dem Elutionsprofil des einzelnen Polymorphismus

(Abb. 3.16 C) deutlich zu unterscheiden. Diese Aussage kann durch die Analyse anderer

Fragmente bestätigt werden.

Abb. 3.17: Elutionsprofil des Fragments 11i nach Abb.3.18: Elutionsprofil des Fragments 11i:
Mischen der PCR Produkte von Polymorphismus 2 Polymorphismen in einem Fragment
(A3232G) und Mutation (3228insT). (A3232G und A3238G).

Aus diesen Experimenten resultiert folgende Analysestrategie bei Einsatz der DHPLC:

Zunächst werden alle Fragmente von BRCA1 und BRCA2 unter den etablierten Bedingungen

analysiert. In Fragmenten mit bekannten Polymorphismen werden die PCR Produkte bei

positivem Analyseergebnis, sofern das Signal nicht vom Signal des Polymorphismus zu

unterscheiden ist, mit dem PCR Produkt des Polymorphismus-Fragments gemischt und

erneut analysiert. Ist das positive Signal auf den Polymorphismus zurückzuführen, so ändert
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sich das Elutionsprofil durch Zumischen von DNA mit diesem Polymorphismus nicht. Im Fall

einer Mutation ist ein verändertes Elutionsprofil zu erwarten. Abschließend müssen alle vom

Wildtyp- und vom Polymorphismussignal abweichenden Elutionsprofile durch direkte

Sequenzierung der DNA verifiziert werden.

3.1.2.5. Analyse rekurrenter BRCA1/2 Mutationen

Die vollständige Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 ist auf Grund der Gengröße und

Struktur sehr zeitaufwendig. Es sind keine Hot-Spots für diese Gene beschrieben, d. h. die

bisher gefundenen Mutationen sind über die gesamte Sequenz der Gene verteilt. Dennoch ist

zu untersuchen, ob es Mutationen gibt, die vor allem in der deutschen Population mit höherer

Frequenz auftreten. Zu diesem Zweck führt man eine Datenbankanalyse der German BIC

und der International BIC bezüglich der Frequenz der bisher beschriebenen Mutationen

durch. Die bisher in der deutschen Population beschriebenen Mutationen sind in den Tabel-

len x und Y zusammengefaßt. Aus den dort angegebenen Frequenzen geht hervor, daß es

einige Mutationen gibt, die in der deutschen Population gehäuft auftreten. Diese können für

BRCA1 durch gezielte Analyse der Fragmente 5, 11D, 11 G, 11K, 11L, 11M, 12, 20 und 24

und für BRCA2 durch Analyse der Fragmente 10.2, 10.3, 11C, 11H, 11K, 11L, 11M, 17 und

23 untersucht werden. Unter der Voraussetzung, daß die Sensitivität der DHPLC unter opti-

malen Analysebedingungen bei über 95% liegt, können durch Analyse dieser Fragmente

potentiell 65% aller BRCA1 bzw. 68% aller BRCA2 Mutationen, die in der German BIC

beschriebenen sind, detektiert werden. Bei einer Analyse dieser Fragmente findet man 39%

der BRCA1 und sogar 53% der BRCA2 Mutationen, die in der International BIC beschrieben

sind. Dabei werden in der prozentualen Berechnung nur die tatsächlichen Mutationen dieser

Exons berücksichtigt, nicht jedoch die darin liegenden UVs oder Polymorphismen.

Aus den oben beschriebenen Untersuchungsergebnissen resultiert folgende Analysestra-

tegie: Zunächst erfolgt eine Analyse der rekurrenten Mutationen. Bei Vorliegen einer BRCA1

bzw. BRCA2 Mutation wird diese mit 65%-iger bzw. 68%-iger Wahrscheinlichkeit detektiert.

Im Falle eines negativen Ergebnisses wird die komplette Analyse der beiden Gene durchge-

führt.
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3.2. Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 in Mamma- und/oder

Ovarialkarzinomfamilien

3.2.1. BRCA2 Mutationsanalyse in 12 Risikofamilien mittels DNA

Sequenzierung

Eine prädiktive Genanalyse des BRCA2 Gens mittels direkter Sequenzierung wurde an 12

Risikofamilien durchgeführt. Dabei wird nicht die Ratsuchende selbst auf Mutationen des

BRCA2 Gens untersucht, sondern eine Indexperson. Diese Indexperson, die durch eine

Analyse des Familienstammbaumes ermittelt wird, sollte Mutationsträger sein, sofern eine

BRCA Mutation in der Familie vorliegt. Die direkt DNA Sequenzierung der 12 DNA Proben

ergab folgendes Resultat: In zwei der analysierten DNA Proben konnte eine Mutation des

BRCA2 Gens detektiert werden. Des weiteren konnten 15 verschiedene genetische Verän-

derungen gefunden werden, die alle in der BIC bereits als Polymorphismen beschrieben sind

(siehe Tabelle 3.1).

Tab. 3.1: Sequenzpolymorphismen des BRCA2 Gens

Exon/Intron Nukleotid Kodon bp-Veränd. Veränd. d. AS
Exon 2 203 vor cd1 - G -> A non-coding
Intron 4 Intron 4 + 67 - A -> C non-coding
Intron 8 Intron 8 + 56 - C -> T non-coding
Exon 10 1093 289 A -> C Asn -> His
Exon 10 1342 372 A -> C His -> Asn
Exon 10 1593 455 A -> G Ser -> Ser
Exon 11 2457 743 T -> C His -> His
Exon 11 3199 991 A -> G Asn -> Asp
Exon 11 3624 1131 A -> G Lys -> Lys
Exon 11 4035 1269 T -> C Val -> Val
Exon 11 5427 1733 C -> T Ser -> Ser
Exon 11 5972 1915 C -> T Thr -> Met
Exon 14 7470 2414 A -> G Ser -> Ser
Intron 14 Intron 14+53 - C -> T non-coding
Exon 22 9079 2951 G -> A Ala -> Thr

Bei den BRCA2 Mutationen handelt es sich um die Mutationen 6633delCTTAA im Exon 11

(Familie 110) und 5445delTTTAAGTA in Exon 11 (Familie 176). In Abb. 3.19 sind die positi-

ven Befunde dieser DNA Sequenzierung dargestellt. Bei den Mutationen handelt es sich in

beiden Fällen um eine Frameshift Mutation. Diese Mutationen, die zu einer Rasterverschie-

bung führen, sind im Sequenzierausdruck leicht erkennbar: Ab der Mutationsstelle ist die

Sequenz des mutierten Gens gegenüber der Sequenz des intakten Gens verschoben und es

kommt zu einer Überlagerung verschiedener Signale. Bei den Polymorphismen handelt es
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sich um Punktmutationen. Die Erkennung dieser Mutationen setzt eine hohe Qualität des

Sequenzierergebnisses voraus, da nur an einer einzigen Base in der gesamten Sequenz

zwei Signale überlagert sind.

Abb. 3.19 BRCA2 Mutationen: (B) Mutation der Familie 110 (6633delCTTAA). Dargestellt ist die
Sequenzierung mit dem M13-Universal-Primer. Ab der Mutationsstelle ist die Sequenz des mutierten
Gens gegenüber der Sequenz des intakten Gens (A) verschoben und es kommt zu einer Überlagerung
verschiedener Signale. (D) Mutation der Familie 176 (5445delTTTAAGTA). Dargestellt ist die Sequen-
zierung mit dem M13-Universal-Primer. Es handelt sich ebenfalls um eine Frameshiftmutation, die, im
Vergleich zur Wildtypsequenz (C), durch Überlagerung zweier Signale erkennbar ist.

Da bei einem positiven Befund die Sequenzierung für die restlichen Fragmente des Gens

nicht fortgeführt werden, können die Allelotypen bzgl. der gefundenen Polymorphismen nur

für 10 der 12 DNA Proben dargestellt werden (siehe Tabelle 3.2). Für die Familien 110 und

176 fehlen diese Angaben.

Tab. 3.2: Allelotypen von 10 der 12 analysierten DNA Proben

Pat.
No.

203v
. cd1

Int 4 +
67

Int 8 +
56

1093 1342 1593 2457 3199 3624 4035 5427 5972 7470 Int 14
+ 53

9079

23D A/A A/A C/C A/A A/A A/A T/T A/A G/G T/T C/C C/C G/G C/C G/G
33A A/A A/A C/C A/A A/A A/A T/T A/A G/G T/T C/C C/T A/G C/C G/G
37B G/A A/A C/C A/A A/C A/A T/T A/A A/G T/T C/C C/C A/G C/C G/G
45B G/A A/A C/T A/A A/A A/A T/T A/A A/G T/T C/C C/C A/G C/C G/G
51A G/A A/A C/C A/A A/A A/A T/T A/A A/G T/C C/C C/C A/G C/C G/G
57C G/A A/C C/C A/C A/A A/G T/C A/G A/G T/T C/C C/C A/G C/T G/A
71.1 G/A A/A C/T A/A A/A A/A T/T A/A A/G T/T C/C C/C A/G C/C G/G
76.22 G/A A/A C/C A/A A/A A/A T/T A/A G/G T/T C/C C/C G/G C/C G/G
83.12 G/G A/A C/T A/A A/C A/A T/T A/A A/A T/T C/C C/C A/A C/C G/G
91.3 G/G A/A C/C A/A A/A A/A T/T A/A A/G T/C C/C C/C A/G C/C G/G

C

DB

A
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3.2.2. BRCA1/2 Mutationsanalyse in 42 Risikofamilien mittels DHPLC

Mittels DHPLC wurden insgesamt 41 verschiedene DNA Proben analysiert. In 10 Familien

(40C, 55A, 56B, 60A, 67.1, 73.3, 75.1, 81.15, 85.3, 88.9) wurde eine Hotspot Analyse der

Gene BRCA1 und BRCA2 durchgeführt (siehe Abschnitt 3.1.2.5). 9 Familien wurden komplett

für BRCA1 und BRCA2 analysiert (41B, 43A, 49.3, 84.1, 89.1, 93.1, 94.8, 100.1, 149.1). In 23

Familien (3C, 8G, 18A, 27A, 31B, 38A, 44C, 52C, 63.3, 64.3, 66.13, 70.8, 77.1, 78.8, 82.10,

95.9, 96.3, 98.1, 99.15, 102.3, 103.9, 159.1, 167.1), für die die BRCA1 Analyse mittels DNA

Sequenzierung bereits ohne Befund abgeschlossen wurde, wurde nur das BRCA2 Gen

analysiert. Im Rahmen dieser Analysen konnten zwei weitere Polymorphismen in den Intron-

bereichen des BRCA2 Gens detektiert werden (siehe Tabelle 3.3). Diese Bereiche werden

bei der direkten Sequenzierung nicht überprüft. Bei der DHPLC Analyse fielen sie durch

Abweichung des Elutionsprofil vom Wildtypprofil auf und wurden durch die direkte Sequen-

zierung bestätigt.

Tab. 3.3: Zusätzliche Sequenzpolymorphismen im BRCA2 Gen

Exon/Intron Nukleotid Kodon bp-Veränd. Veränd. d. AS
Intron 16 IVS 16 -14 - T -> C non-coding
Intron 21 IVS21 -66 - C ->T non-coding

Eine Einteilung der DNA Proben bzgl. der Allelotypen ist bei der Analyse mittels DHPLC nicht

sinnvoll, da nur heterozygote Polymorphismen detektiert werden können. Die Aufstellung

wäre daher nicht vollständig.

Zusätzlich zu den Polymorphismen konnten drei “unclassified variants” (UVs) detektiert und

mittels direkter DNA Sequenzierung verifiziert werden. Ein UV ist im Exon 11 [G4486T (Fami-

lie 49)], die beiden anderen UVs sind in Exon 27 des BRCA2 Gens [A10204T (Familie 55)

und 10323delC ins11 (Familie 77)] lokalisiert. Bei einem UV (10323 delC ins11)handelt es

sich um eine Frameshift Mutation. Diese ist im Sequenzierausdruck wieder leicht durch die

Überlagerung der beiden Sequenzen erkennbar. Bei den anderen beiden UVs handelt es

sich um Punktmutationen. Im Sequenzierausdruck sind nur an einer einzigen Base in der

gesamten Sequenz zwei Signale überlagert.
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Abb. 3.20: BRCA2 UVs. Dargestellt sind die Elutionsprofile des Fragments 27.2 von BRCA2: (A) Wild-
typ; (B) UV A10204T (Fam. 55) und (C) UV 10323delC ins11bp (Fam. 77) sowie die Sequenzieraus-
drucke zur Verifizierung der DHPLC Ergebnisse (D/E) Wildtypsequenz und UV A10204T (Fam. 55)
und (F/G) Wildtypsequenz und UV 10323delC ins11bp (Fam. 77). Beide Sequenzierungen erfolgten
mit dem M13-Universal-Primer. Beim UV A10204T handelt es sich um eine Punktmutation, d. h. an der
Mutationsstelle sind zwei Signale überlagert. Beim UV 10323delC ins11 handelt es sich um eine
Frameshift Mutation. Ab der Mutationsstelle kommt es zu einer Verschiebung der Sequenz des
mutierten Gens gegenüber der Sequenz des intakten Gens. Dies resultiert in einer Überlagerung
beider Signale.

3.2.3. UV-Analyse des BRCA2 Gens

Bei der Betrachtung des Mutationsspektrums von BRCA1 und BRCA2, das im Rahmen des

deutschen Konsortiums aufgestellt wurde, fallen die Missense Mutationen auf, deren Funk-

tion unbekannt ist und die deshalb als Unclassified Variants (UVs) bezeichnet werden. In der

deutschen Population sind für das BRCA1 Gen 18 UVs (siehe Tabelle 10.7) und für das

A

G

F

E

D

C

B
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BRCA2 Gen 21 verschiedene UVs (siehe Tabelle 3.4) beschrieben. Mittels DHPLC Analyse

und - bei positivem Befund - anschließender DNA Sequenzierung wurden alle UVs des

BRCA2 Gens in den Zentren Kiel und Düsseldorf bei jeweils 100 Kontrollpersonen unter-

sucht. Die UVs G8410A in Exon 18, sowie G9079A wurden jeweils einmal im Düsseldorfer

Zentrum in dem untersuchten Kontrollkollektiv gefunden. Alle anderen UVs konnten dort nicht

nachwiesen werden (siehe Tabelle 3.4). Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse (Vor-

kommen der UVs in Kontrollen = 0.5%) und der geringen Probenzahl läßt sich keine eindeu-

tige Klassifizierung der UVs als Polymorphismen treffen. Bezieht man allerdings eine von

Wagner et al. (1999) durchgeführte Studie in die Analyse ein, können die UVs G4486T,

G8410A und G9079A als Polymorphismen klassifiziert werden.

Tab. 3.4: Übersicht über die „Unclassified Variants“ im BRCA2 Gen

Exon Nukleotid Effekt BIC Zentrum # der
Allele

ID Kategorie # der Allele
in 200 Kontr.

3 353 A->G Y42C 38x WÜ 2 G96184 B 0
BN BN156 C1

3 451 G->C A75P 7x WÜ 1 G970681 A2 0
10 1206 C->A S326R 6x L 1 506 C1 0
10 1239 C->G N337K 0x B 1 B51 C1 0
10 1379C->T S384F 12x U/BN 2 U91, BN207 2xC1 0
10 1570 C->T R448C 1x B 1 B64 C1 0
10 1613 A->G E462G 9x U 1 130 B 0
11 2192 C->G P655R 23x K 1 A0010 B 0
11 2719 A->G V831I 0x L 1 187 C3 0
11 3743 C->T S1172L 6x U 2 167001 A1 0

B B304 A2
11 4486 G->T D1420Y 103x D 0
11 4813G->A G1529R 13x BN 2 BN94,132 A1,B 0
11 5547del24 del 8aa 0x MÜ 1 M45 A1 0
17 8106 G->C W2626C 1x K 1 K0164 C1 0
18 8377 G->T A2717S 19 MS 2 MS117, 166 2x C1 0
18 8396 A->T D2723V 0x K 1 K0105 B 0
18 8395 G->A D2723H 6x B 1 B17 C1 0
18 8410 G->A V2728I 44x D 1 49 A1 1
20 8795 A->C E2856A 28x WÜ 1 95231 B 0
22 9078 G->T K2950N 15x MS/K 2 MS072/K0219 A1/B 0
22 9079 G->A A2951T 33x 1
25 9599 A->T N3124I 4x WÜ 3 G980643 A2 0

L 676 A1
B B61 C1

27 10204 A->T K3326X 154x D 1 55 C1 0
27 10323 Stop 3369 4x D 1 77 B 0

delC ins11
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3.2.4. Polymorphismencluster in BRCA1

Die Auswertung aller bis dahin analysierten 80 Familien zeigt eine weitere Besonderheit bei

den Polymorphismen des BRCA1 Gens. Es konnte nachgewiesen werden, daß bestimmte

Polymorphismen gekoppelt in einem Cluster auftreten. Dieses Cluster umfaßt, wie die Abb.

3.21 zeigt, die Polymorphismen von C2201T in Exon 11 bis Intron 16 -68 G/A. Alle diese 9

Polymorphismen zeigen die gleiche Verteilung. Ist eine Patientin für einen dieser Polymor-

phismen homozygot WT bzw. heterozygot, so ist sie es auch für jeden anderen Polymor-

phismus dieses Clusters. Dieses Polymorphismencluster erstreckt sich über einen Bereich

von 22% des gesamten Gens und sogar über 60% des translatierten Bereichs. Vier dieser

Polymorphismen haben einen Aminosäureaustausch zur Folge: C2731T (Pro->Leu), A3232G

(Glu->Gly), A3667G (Lys->Arg) und A4956G (Ser->Gly). Zwei dieser Polymorphismen,

C2731T (Pro->Leu) und A3232G (Glu->Gly) liegen in dem Bereich von Exon 11, in dem sich

die Interaktionsstelle zu RAD51 (AS 758-1064) befindet. Nicht unmittelbar betroffen sind die

ebenfalls im Exon 11 lokalisierten Kernlokalisierungssignale NLS1 (AS 501-507) und NLS2

(AS 607-614).

Abb. 3.21: Polymorphismencluster des BRCA1 Gens

3.2.5. Exon 13 Duplikation

Die Duplikation von Exon 13 wurde zunächst in drei US-Familien europäischer Abstammung,

sowie in einer portugiesischen Familie (Puget et al., 1999) nachgewiesen. Es handelt sich

dabei um eine ins6kbEx13 Mutation. Diese Mutation kann nur in einem auf PCR basierenden

Mutationsscreening durch die Wahl geeigneter Primer nachgewiesen werden. Die Primer

werden so gewählt, daß im Falle der Duplikation ein 1,1 kb großes Fragment amplifiziert wird

(siehe Abb. 3.22).
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Im Rahmen einer weltweiten Studie unter der Leitung von S. Mazoyer wurde untersucht, wie

verbreitet diese Exon 13 Duplikation in Familien mit familiären Mamma- und/oder Ovarialkar-

zinomen ist, und ob diese Mutation einen bestimmten Ursprung hat. Bestandteil der hier

vorgelegten Dissertation war die Mitwirkung an dieser Studie durch Analyse der im Düssel-

dorfer Zentrum auf hereditäre BRCA1 und BRCA2 untersuchten Familien auf die Exon 13

Duplikation. Es wurde Blut-DNA von 54 Patientinnen aus 47 voneinander unabhängigen Risi-

kofamilien untersucht. Bei 45 dieser Familien traten in 36 Familien nur Mammakarzinome, in

8 Familien Mamma-und Ovarialkarzinome sowie in einer Familie nur Ovarialkarzinome auf.

Zusätzlich wurden zwei Familien untersucht, in denen die Patientinnen unter 40 Jahren am

Mammakarzinom erkrankten. Bei keiner der untersuchten Patientinnen konnte eine Dupli-

kation von Exon 13 nachgewiesen werden.

Die Auswertung der gesamten Studie ergab bei einer Analyse von 3580 voneinander unab-

hängigen Patientinnen aus 19 verschiedenen Ländern, sowie 934 Early-onset-Patientinnen,

daß im ersten Patientinnen Kollektiv 10 weitere Exon 13 Duplikationen in Australien (1),

Canada (1), Großbritannien (6) und Amerika (2), sowie eine in einer belgischen Early-Onset-

Familie auftraten. Zusammen mit den vier bereits o. g. Familien sind somit 15 Familien mit

Exon 13 Duplikation bekannt. Haplotypanalysen mit 7 polymorphen intra- und extragenischen

Mikrosatellitenmarkern des BRCA1 Gens in 8 dieser Familien legen einen gemeinsamen

Ursprung für die Entstehung dieser genetischen Veränderung nahe. Mit Ausnahme einer

Familie können alle Familien auf einen britischen Ursprung zurückgeführt werden, bzw. auf

ein Land, daß geschichtliche Verbindungen zu Großbritannien hatte. Dies führt zu dem

Schluß, daß es sich bei der Exon 13 Duplikation um eine Founder Mutation britischen

Ursprungs handelt. (The BRCA1 Exon 13 Duplication Screening Group, 2000).

Abb. 3.22: Schematische Darstellung des auf PCR basierenden Nachweises einer Exon 13 Duplikation
(The BRCA1 Exon 13 Duplication Screening Group, 2000). Durch die Auswahl der Primer wird im Falle
einer Exon 13 Duplikation ein ca. 1,1 kb großes PCR Produkt amplifiziert.
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3.3. Mutationsanalyse von TSG in sporadischen Mammakarzinomen

Die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (TSG) setzt eine Inaktivierung beider Allele des

Gens voraus (Knudson, 1971). Das erste Allel wird durch eine somatische oder Keimbahn-

mutation inaktiviert. Der Verlust des zweiten Allels (LOH) führt zur Geninaktivierung. Der LOH

ist daher ein häufiges Merkmal in Tumorsuppressorgenen. Bei hereditären Karzinomerkran-

kungen kann die prädisponierende Mutation in Blut DNA detektiert werden, da alle Zellen des

Körpers von der Keimbahnmutation betroffen sind. Da in dem Normalgewebe der Verlust des

zweiten Allels (LOH) ausgeschlossen werden kann, ist bei heterozygoten Mutationen das

Verhältnis von Wildtyp-Allel und mutiertem Allel immer 1:1. Die Detektion sporadischer Muta-

tionen in Karzinomgeweben gestaltet sich wesentlich schwieriger. Die Tumorzellen sind hete-

rogen, d.h. nicht alle Tumorzellen zeigen die Mutation oder ggf. auch einen Allelverlust.

Handelt es sich bei dem Tumormaterial nicht um mikrodissektiertes Material, so besteht

zusätzlich eine Heterogenität des Materials bzgl. Normal- und Tumorgewebe. Das Verhältnis

von Wildtyp-Allel und mutiertem Allel verschiebt sich dann zu Ungunsten des mutierten Allels.

Die Heterogenität des Tumormaterials und damit der Anteil des mutierten Allels läßt sich über

das Ausmaß der Signalreduktion bei der LOH Analyse abschätzen.

Der Anteil der mutierten DNA wird nach der folgenden Formel berechnet:

                  n

X = ------------------------

        n + 2 x (100 - n)

X = Anteil mutierter DNA

n = Signalreduktion = Anteil der Tumorzellen mit Mutation bzw. Allelverlust

Diese Formel verdeutlicht, daß der Anteil der mutierten DNA unter 50% liegt, sobald die

Signalreduktion weniger als 66% (LOH = 0,33) beträgt.

Es stellt sich daher die Frage, ob die bekannten Mutationsanalysetechniken bei geringen

Anteilen mutierter DNA sensitiv genug sind. Die Sensitivität der DHPLC wird durch Misch-

experimenten analysiert. Man mischt dazu die Proben von Wildtyp- und mutierter DNA in ver-

schiedenen Verhältnissen und analysiert sie durch DHPLC. In den Abb. 3.23 und 3.24 sind

die Elutionsprofile der Fragmente 2 und 4 von BRCA2 bei einem Wildtyp DNA Anteil von 50%

(A), 70% (B), 80% (C) und 90% (D) dargestellt. Selbst bei 90% Wildtyp DNA ist ein vom
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100%-igem Wiltypsignal abweichendes Signal zu erkennen, d. h. selbst ein Anteil von nur 5%

mutiertem Allel ist mittels DHPLC nachweisbar.

Abb. 3.23: Elutionsprofile des Fragments 2 von Abb. 3.24: Elutionsprofile des Fragments 4 von
BRCA1 nach Mischen von Wildtyp- und mutierter BRCA1 nach Mischen von Wildtyp- und
DNA. Der Wildtyp DNA Anteil liegt bei 50% (A), mutierter DNA. Der Wildtyp DNA Anteil liegt
70% (B), 80% (C) und 90% (D). bei 50% (A), 70% (B), 80% (C) und 90% (D).

In einem weiteren Versuch werden DNA Proben mit bekannter Mutation und bekanntem LOH

analysiert. Den DNA Proben wird zusätzlich Wildtyp DNA im Verhältnis 1:1 zugemischt. Die

Elutionsprofile sind in den Abb. 3.25 und 3.26 dargestellt. Abb. 3.25 zeigt die Elutionsprofile

des Exons 6 von p53: den Wildtyp (A), die mutierte DNA (B) und die mutierte DNA gemischt

mit Wildtyp DNA (C). Der LOH p53 für diese DNA Probe beträgt 0,2. Gemäß der oben darge-

stellten Formel liegt der Anteil mutierter DNA bei 66%. Die Mutation kann mittels DHPLC

deutlich nachgewiesen werden (B). Durch Zumischen von Wildtyp DNA läßt sich dieses

Ergebnis jedoch verbessern (C). Abb. 3.26 zeigt die Elutionsprofile des Exons 8 von p53: den

Wildtyp (A), die mutierte DNA (B) sowie die mit Wildtyp DNA gemischte mutierte DNA (C).
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Der LOH p53 für diese DNA Probe beträgt 0,6. Gemäß obiger Formel liegt der Anteil mutier-

ter DNA bei nur 25%. Dennoch ist die Mutation mittels DHPLC nachweisbar (B). Zusätzliches

Zumischen von Wildtyp DNA verschlechtert in diesem Fall erwartungsgemäß das Analyse-

ergebnis (C), da der Anteil der mutierten DNA noch weiter reduziert wird. Obwohl der Anteil

an mutierter DNA sehr gering ist, weicht das Signal vom Wildtypsignal ab. Diese Ergebnisse

bestätigen somit die Ergebnisse des Mischungsexperiments.

Abb. 3.25: Elutionsprofile des Exons 6 von p53.         Abb. 3.26: Elutionsprofile des Exons 8 von p53.
(A) Wildtyp DNA; (B) Mutation und (C) Mutation         (A) Wildtyp DNA; (B) Mutation und (C) Mutation
und Wildtyp DNA im Verhältnis 1:1 gemischt.             und  Wildtyp DNA im Verhältnis 1:1 gemischt.
Der LOH p53 liegt bei dieser DNA Probe bei 0,2,       Der LOH p53 liegt bei dieser DNA Probe bei 0,6,
d. h. der Anteil mutierter DNA beträgt 66%.                d. h. der Anteil mutierter DNA beträgt nur 25%.
Durch Zumischen von Wildtyp DNA fällt das               Durch Zumischen von Wildtyp DNA wird das
Analyseergebnis deutlicher aus.                                  Analyseergebnis negativ beeinflußt.

Die DHPLC kann aufgrund ihrer hohen Sensitivität als Analysetechnik zur Detektion von

Mutationen in Karzinomgeweben eingesetzt werden.

3.3.1. Analyse des TP53 Gens

Um die Sensitivität der DHPLC in der Mutationsdetektion in Karzinomgeweben zu überprüfen,

werden 136 sporadische Mammakarzinome auf Mutationen des TP53 Gens untersucht. p53

Mutationen sind frühe Ereignisse in der Entstehung sporadischer Mamma- und Ovarialkar-

zinome. In den Mammakarzinomen sind daher häufig TP53 Mutationen zu erwarten. Des

weiteren wurde das Kollektiv bereits bzgl. eines LOH in p53 mittels der Marker TP53 und p53

A

B

C
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B
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Alu untersucht. In einem Teil des Kollektivs wurde bereits eine Mutationsanalyse mittels

direkter DNA Sequenzierung durchgeführt. Die Analyse ist auf die Exons 5-8 beschränkt, da

in diesem Bereich des Gens über 90% aller bisher beschriebenen TP53 Mutationen lokalisiert

sind.

3.3.1.1. PCR und Etablierung der DHPLC Analyse

Die Primersequenzen sowie die PCR Bedingungen zur Amplifikation der Exons 5-8 von TP53

wurden der Literatur (Rhei et al.,1998) entnommen.

Die DHPLC Bedingungen werden, wie bereits bei der Etablierung der DHPLC Analyse der

Gene BRCA1 und BRCA2 dargestellt (vgl. Abschnitt 3.1.2.2), zunächst theoretisch ermittelt.

Mit Hilfe der bereits mittels DNA Sequenzierung detektierten Mutationen konnten die Bedin-

gungen verifiziert werden. Die Analysebedingungen (Gradient und Temperaturen) sind in

Tabelle 2.22 zusammengefaßt. Aufgrund unterschiedlicher Schmelzdomänen müssen die

Exons 5 und 8 bei zwei verschiedenen Temperaturen analysiert werden.

3.3.1.2. Ergebnisse der DHPLC

Die Ergebnisse der Analyse von 136 sporadischen Mammakarzinomen auf p53 Mutationen

sind in Tab 3.5 dargestellt. Mittels DHPLC konnten 3 Mutationen im Exon 5, jeweils 7 Muta-

tionen in Exon 6 und 7 sowie 6 Mutationen im Exon 8 nachgewiesen werden. Das Resultat

der DHPLC Analyse zeigte bei zwei DNA Proben (25 und 110) positive Befunde, die bei der

zuvor durchgeführten DNA Sequenzierung keine Mutationen aufgewiesen hatten.

Tab. 3.5: Mutationen des TP53 Gens in sporadischen Mammakarzinomen

Probe Exon Nukleotid Kodon Aminosäure Effekt
5 5 C776G 175 Arg/Gln Missense Mut.

60 5 C723G 158 Arg/Gly Missense Mut.
142 5 G775A 175 Arg/His Missense Mut.
30 6 903delG 218 Stop cd 246 Frameshift Mut
54 6 A890G 213 Arg/Arg Polymorphismus
110 6 886del2bp 212 0 Frameshift Mut
150 6 A890G 213 Arg/Arg Polymorphismus
159 6 A890G 213 Arg/Arg Polymorphismus
198 6 A829T 193 His/Leu Missense Mut.
202 6 A890G 213 Arg/Arg Polymorphismus
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Probe Exon Nukleotid Kodon Aminosäure Effekt
54 7 A958G 236 Tyr/Cys Missense Mut.
56 7 1023delG 258 Stop cd 344 Frameshift Mut
161 7 970del6bp 240 stop cd 246 Frameshift Mut
162 7 G994A 248 Arg/Gln Missense Mut.
166 7 G962T 237 Met/Ile Missense Mut.
185 7 C993T 248 Arg/Trp Missense Mut.
197 7 G994A 248 Arg/Gln Missense Mut.
15 8 1084G 278 Pro/Arg Missense Mut.
16 8 G1069A 273 Arg/His Missense Mut.
25 8 1058del37bp 269 Stop cd 246 Frameshift Mut.
124 8 C1167T 306 Sto cd 306 Nonsense Mut.
160 8 C1068T 273 Arg/Cys Missense Mut.
215 8 A1154C 301 Pro/Pro Missense Mut.

3.3.1.3. Verifizierung des DHPLC Ergebnisses durch direkte Sequenzierung

Die positiven DHPLC Ergebnisse müssen durch eine direkte Sequenzierung verifiziert

werden. Bei dieser Methode wirft die Heterogenität des Tumormaterials Probleme auf. In

Tumormaterial mit LOH-Werten kleiner 0,33 liegt der Anteil der mutierten DNA bei 50% oder

höher. In diesen Fällen ist eine Verifizierung der Mutation mittels direkter Sequenzierung der

DNA möglich. Das Sequenziersignal entspricht in diesen Fällen dem Signal einer hetero-

zygoten oder im Falle eines 100%-igen LOHs dem einer homozygoten Mutation. Bei einem

LOH des Tumormaterials über 0,4 steigt der Anteil des Wildtyp Allels an (> 57%). Dies

erschwert die Detektion der Mutation mittels direkter DNA Sequenzierung, da das Signal der

Mutation vom Hintergrundsignal nur schwer oder gar nicht zu unterscheiden ist. Abb. 3.27

zeigt das Elutionsprofil eines Fragments mit LOH p53 = 0,5. Die Mutation kann durch DHPLC

Analyse eindeutig detektiert werden. In Abb. 3.28 ist das “Print-out” der Sequenzierung dieser

DNA Probe dargestellt. Im Universal Strang wird die Mutation von der Software angezeigt. Im

Reversal Strang dagegen wird die Mutation nicht erkannt. Dieser Sachverhalt liefert die

Begründung dafür, warum bei zwei der Proben mit negativem Sequenzierergebnis mittels

DHPLC eine Mutation nachweisbar ist.
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Abb. 3.27: Elutionsprofile des Exons 7 von Abb. 3.28: “Print-out” der direken Sequenzierung der
p53. (A) Wildtyp DNA und (B) Mutation. mutierten DNA. Während die Mutation im Universal
Der LOH p53 liegt bei dieser DNA Probe Strang detektiert wird, wird sie im Reversal Strang von
0,5, d. h. der Anteil mutierter DNA beträgt Hintergrundsignalen überdeckt.
etwa 33%.

Das Resultat dieser Untersuchung ist, daß die Sequenzierung als Analysemethode zur Muta-

tionsdetektion in Tumorgeweben nur begrenzt einsatzfähig ist. Es muß daher geklärt werden,

wie positive DHPLC Ergebnisse verifiziert werden können.

3.4. Analyse von BRCA1 und p21 in sporadischen Mamma- und/oder

Ovarialkarzinomen

Etwa 75% aller Mamma- und Ovarialkarzinome entstehen sporadisch. Aus der prädisponie-

renden Eigenschaft von BRCA1/2- Keimbahnmutationen in der Karzinogenese familiärer Kar-

zinome resultiert die Frage, ob bei der Entstehung von sporadischen Mamma- und Ovarial-

karzinome die Gene BRCA1 und BRCA2 ebenfalls eine Rolle spielen. Nach der Zweischritt-

Hypothese von Knudsen erfolgt die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen in zwei Schrit-

ten. Zunächst wird eine Genkopie durch Mutation inaktiviert. Diese Mutation kann eine Keim-

bahnmutation sein oder sporadisch entstehen. Der teilweise oder komplette Verlust des

zweiten Allels führt dann zur vollständigen Inaktivierung des Gens. Dieser Allelverlust kann

somit ein Hinweis auf das Vorhandensein eines Tumorsuppressorgens sein.

A

B
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3.4.1. LOH Analysen

Ein Allelverlust („loss of heterozygosity“, LOH) kann mit Hilfe polymorpher Mikrosatelliten-

Marker bestimmt werden. Dabei handelt es sich um kurze, repetitive Sequenzen. Zur Durch-

führung einer LOH-Analyse benötigt man Normal- und Tumorgewebe des Patienten. Das

Normalgewebe gibt Auskunft darüber, ob ein Patient bezüglich des zu untersuchenden

Markers informativ, d. h. heterozygot ist. Ist dies der Fall, werden zwei unterschiedlich große

PCR-Produkte amplifiziert, da beide Allele der homologen Chromosomen eine unterschied-

liche Anzahl der für diesen Marker spezifischen, repetitiven Einheit besitzen. Bei Homozy-

gotie werden von beiden Allelen identische PCR-Produkte erhalten und eine Auskunft über

einen evtl. Allelverlust kann nicht gegeben werden (nicht informativ). Nach PCR Amplifikation

werden die fluoreszenzmarkierten Produkte, die man durch Einsatz Cy5-markierter Primer

erhält, elektrophoretisch mit einem DNA Sequenzer (A.L.F., Pharmacia, Biotech) aufgetrennt.

Abb. 3.29 zeigt ein Beispiel für eine homozygote, d. h. nicht informative Probe sowie zwei

informative Proben mit und ohne Allelverlust am Beispiel des Markers D17S1323. Die detek-

tierten Fragmente können mit Hilfe der Fragment Manager Software ausgewertet werden.

Man erhält eine graphische Darstellung der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit zur Lauf-

zeit. Dabei ist das Integral der Peakfläche direkt proportional zur Menge des gebildeten PCR

Produkts. Bei heterozygoten Proben erfolgt die Berechnung einer möglichen Signalreduktion

im Tumorgewebe gemäß der folgenden Formel:

                                Fläche 1. Allelnormal / Fläche 2. Allelnormal

Allelverhältnis Q =  --------------------------------------------------------

                                 Fläche 1. AllelTumor / Fläche 2. AllelTumor

Dabei erhält man Werte zwischen 0.0 und 1.0, wobei ein Wert von 0.0 einem 100%-igem

Allelverlust entspricht. Das Tumormaterial ist heterogen. Handelt es sich bei dem eingesetz-

ten Tumormaterial nicht um mikrodissektiertes Material, so enthält es zusätzlich verschieden

große Anteile an Normalgewebe. Es ist daher notwendig, für die Definition eines LOH einen

Schwellenwert zu ermitteln. Zu diesem Zweck wird die Häufigkeitsverteilung der ermittelten

Allelverhältnisse in einem untersuchten Probenkollektiv ermittelt. Aus dieser graphischen

Darstellung läßt sich der Cut-off-Wert für jeden Marker definieren.
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Abb. 3.29: A.L.F.-Ausdruck einer LOH Analyse mit dem polymorphen Mirkrosatelliten Marker
D17S1323. (Reihe 33 und 35: 377 N/T, nicht informativ; Reihe 21 und 23: 354 N/T, kein LOH; Reihe
18 und 20: 382 N/T, LOH)

3.4.1.1. LOH der drei intragenischen BRCA1 Marker D17S855, D17S1322 und

D17S1323 in sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen

Das Probenkollektiv wird durch Einsatz dreier intragenischer Mikrosatelliten Marker unter-

sucht. Die Bedingungen und Cut-off-Werte wurden für diese drei Marker bereits etabliert. Die

Marker D17 S855, D17S1322 und D17S1323 sind im BRCA1 Gen in den Intronbereichen 20,

19 bzw. 12 lokalisiert. Die Marker zeigen PIC-Werte (PIC = Prozent der informativen Fälle)

von 80%, 64% bzw. 59%. Die LOH Daten sind in Tabelle 10.8 (sporadische Mammakar-

zinome) sowie Tabelle 10.9 (sporadische Ovarialkarzinome) zusammengefaßt. Ein Allelver-

lust kann in den sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen in 30-43% der Mammakar-

zinome sowie in 42% der Ovarialkarzinome nachgewiesen werden. Die Korrelation der LOH

Daten mit den klinischen Parametern zeigt keine statistische Signifikanz. In die Untersuchung

gehen folgende Parameter ein: TNM-Status (T= Tumorgröße, N= Nodalstatus, M= Fernme-

377N

377T

382T

382N

354T

354N

informativ, LOH = 0.27

informativ, kein LOH

nicht informativ
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tastasen), histologisches Grading, Hormonrezeptorstatus von Östrogen- und Progesteron-

rezeptor und das Alter der Patientin zum Zeitpunkt der Erkrankung.

3.4.2. Expression

Obwohl sich in den sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen ein häufiger Allelverlust

nachweisen läßt, sind im Gegensatz zu familiären Mamma - und Ovarialkarzinomen bis heute

nur wenige Mutationen für BRCA1 in sporadischen Karzinomen beschrieben. Um herauszu-

finden, ob in sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen die Funktion des BRCA1 Gens

durch reduzierte Expression eingeschränkt ist, wird mittels quantitativer RT-PCR die mRNA

Expression in einem Set von 95 Mammakarzinomen, 52 dazu passenden Normalgeweben

sowie 26 Ovarialkarzinomen untersucht. In einer Multiplex-PCR werden ein 141 bp großes

BRCA1 Fragment sowie ein 195bp großes GAPDH Fragment als Referenzgen koamplifiziert

und ihr Expressionsverhältnis ermittelt. GAPDH (Taylor et al., 1994) eignet sich als Referenz-

gen, da es in jedem Gewebe gleich stark exprimiert wird und das amplifizierte Fragment auf-

grund seiner Größe die Voraussetzungen zur Durchführung der Analyse erfüllt. Die Analyse

verschieden großer Fragmente (BRCA1=141 bp, p21=169 bp, GAPDH=195 bp, Bax=382 bp

und ß-Actin=500 bp) hat gezeigt, daß das Expressionsverhältnis zweier Fragmente bei ver-

schiedenen Analysen durch eine hohe Differenz in der Größe der betroffenen Fragmente

stark variieren kann. Je weiter die Größe des Zielgens und des Referenzgens differieren,

desto stärker können sich Abweichungen im Laufverhalten der Proben bemerkbar machen.

Zum Vergleich verschiedener PCR Läufe werden als externer Standard zusätzlich die

Expressionen der beiden Gene in den Mammakarzinom Zellinien BT-20 und MCF-7 unter-

sucht. Die PCR Produkte werden mit CY5-markierten Primern amplifiziert und elektropho-

retisch auf einem DNA Sequenzer aufgetrennt. Die Auswertung der Peaks erfolgt analog zur

LOH-Analyse mit Hilfe der Fragment Manager-Software.

3.4.2.1. Expression von BRCA1

In dem untersuchten Probenkollektiv variiert die relative BRCA1 Expression von 0.01 bis 0.85

(siehe Tabellen 10.10 und 10.11). Die Normal- und Tumorgewebe werden entsprechend ihrer

Expression in drei Gruppen eingeteilt, mit niedriger (0.01-0.13), mittlerer (0.13-0.25) und

hoher (>0.25) BRCA1 Expression im Vergleich zur mittleren Expression im Normalgewebe

(0.19). Zusätzlich werden die drei Mammakarzinome aufgeführt, die eine auffällig hohe

BRCA1 Expression von 1.26, 1.64 und 1.84 aufweisen.
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3.4.2.1.1 Expression von BRCA1 in sporadischen Mammakarzinomen

Die Expression von BRCA1 wird in 98 Mammakarzinomgeweben sowie in 54 Normalgewe-

ben untersucht (Tabelle 3.6):

Table 3.6: BRCA1 Expression in 98 Mammakarzinomen und 54 Normalgeweben. Die Gesamtheit der
analysierten Gewebe ist eingeteilt in Gewebe mit niedriger (0.01-0.13), mittlerer (0.13-0.25) und hoher
(0.25- 0.85) BRCA1 Expression im Vergleich zur mittleren Expression im Normalgewebe (0.19).
Zusätzlich aufgeführt sind drei Mammakarzinome mit extrem hoher (> 1.0) BRCA1 Expression.

BRCA1
Expression

Normalgewebe
n=54

               n                              %

Tumorgewebe
n=98

 n                               %

0.01 - 0.13 19 35 49 50

0.13 - 0.25 20 37 27 28

0.25 - 0.85 15 28 19 19

>1.0 0 0 3 3

Tumoren zeigen im Vergleich zu Normalgeweben deutlich häufiger eine verringerte Expres-

sion (50% im Vergleich zu 35% im Normalgewebe) und seltener eine mittlere und hohe

Expression (28% und 19% im Vergleich zu 37% und 28% im Normalgewebe). Extrem auffäl-

lig sind die drei Tumore mit einer ungewöhnlich hohen BRCA1 Expression von über 1.0 (1.26,

1.64 und1.84).

Vergleicht man dagegen die BRCA1 Expression in Tumor- und dazu passenden Normalge-

weben, so findet man annähernd die gleiche Anzahl von Geweben mit niedriger Expression

(42% bzw. 43%). Es gibt allerdings mehr Normalgewebe (15/52) als Tumorgewebe (10/52)

mit hoher BRCA1 Expression. Eine statistisch signifikante Reduktion der BRCA1 Expression

in Tumorgeweben wird nicht erreicht (Tab. 3.7; Abb. 3.30).

21 (40%) der Paare zeigen gleiche Expressionslevel (+/-0.06). In 18 Tumorproben (34%) ist

die Expression niedriger und in 14 Tumorproben (26%) ist die Expression höher als in den

dazugehörigen Normalgeweben.
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Table 3.7: BRCA1 Expression in 53 Mammakarzinomen und passenden Normalgeweben. Die
Gesamtheit der analysierten Gewebe ist eingeteilt in Gewebe mit niedriger (0.01-0.13), mittlerer (0.13-
0.25) und hoher (>0.25) BRCA1 Expression im Vergleich zur mittleren Expression im Normalgewebe
(0.19).

BRCA1
Expression

Normalgewebe
n=53

 n                              %

Tumorgewebe
n=53

 n                               %

0.01 - 0.13 22 42 23 43

0.13 - 0.25 16 30 20 38

> 0.25 15 28 10 19

Abb. 3.30: BRCA1 Expression in 53 Tumor- und dazu passenden Normalgeweben.Die gestrichelte
Linie entspricht Tumor und Normalgeweben mit annähernd gleicher BRCA1 Expression eines
Patienten (q=1).

3.4.2.1.2 Expression von BRCA1 in sporadischen Ovarialkarzinomen

Für die Expressionsanalyse in den Ovarialkarzinomen steht kein Normalgewebe zu Ver-

gleichszwecken zur Verfügung. Die 26 untersuchten Ovarialkarzinome zeigen eine relative

BRCA1 Expression zwischen 0.01 und 0.9 und werden ebenfalls in drei Gruppen mit niedri-

ger (0.01-0.09), mittlerer (0.09-0.17) und hoher (>0.17) Expression aufgeteilt. Die Anzahl der

Tumoren mit niedriger Expression liegt bei 46%, mit mittlerer Expression bei 31% und mit

hoher Expression bei 23% (Tab. 3.8). Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Analyse in den

Mammakarzinomen zeigt eine analoge Verteilung der Tumore in diesen drei Gruppen.
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Tab. 3.8: BRCA1 Expression in 26 Ovarialkarzinomen. Normalgewebe des Ovars stehen nicht zur
Verfügung. Die analysierten Gewebe sind eingeteilt in Gewebe mit niedriger (0.01-0.09), mittlerer
(0.09-0.17) und hoher (>0.17) BRCA1 Expression.

BRCA1
Expression

Tumorgewebe
n=26

  n                               %

0.01 - 0.09 12 46

0.09 - 0.17 8 31

> 0.17 6 23

3.4.2.1.3 Statistische Auswertung

3.4.2.1.3.1 Auswirkungen des BRCA1 Allelverlusts auf die BRCA1 Expression

Die LOH Analyse wurde mittels der drei intragenischen Mikrosatellitenmarker D17S855,

D17S1322 und D17S1323 durchgeführt. Bei gleich starker Expression beider Allele hat der

Verlust eines Allels eine 50%-ige Reduktion der Expression zur Folge. Obgleich ein häufiger

Allelverlust des BRCA1 Lokus in 30-43% der untersuchten Mammakarzinome  (n=95) gezeigt

werden kann , existiert keine statistisch signifikante Korrelation zwischen LOH BRCA1 und

erniedrigter BRCA1 Expression (p=0.28). Analog zeigt die Analyse von 26 sporadischen

Ovarialkarzinomen mittels der Marker D17S855 und D17S1322 einen häufigen Verlust eines

BRCA1 Allels (42%), jedoch keine statistisch signifikante Korrelation zwischen LOH BRCA1

und erniedrigter BRCA1 Expression (p=0,87).

3.4.2.1.3.2 Expression BRCA1 - Klinische Daten

Die Expression des BRCA1 Gens wird mit den klinischen Daten der Patientinnen korreliert.

Dabei wird der Zusammenhang zwischen erniedrigter BRCA1 Expression und TNM-Status

(T= Tumorgröße, N= Nodalstatus, M= Fernmetastasen), histologischem Grading, Hormon-

rezeptorstatus von Östrogen- und Progesteronrezeptor und dem Alter der Patientin zum Zeit-

punkt der Erkrankung untersucht. Auch hier zeigt sich keine statistische Signifikanz (siehe

Tab. 3.9).



Ergebnisse 89

Tab 3.9: Statistische Berechnung der Korrelation von BRCA1 Expression und klinischen Parametern
(TNM-Status, histologisches Grading, Hormonrezeptorstatus von Östrogen- und Progesteronrezeptor
und das Alter der Patientin zum Zeitpunkt der Erkrankung). Es konnte für keinen der untersuchten
Parameter eine statische Signifikanz gezeigt werden.

Kriterium Anzahl der auf BRCA1
Expression analysierten

Tumore

       p-Wert

Alter <  50 Jahre 30           0,42
> 50 Jahre 54

Tumorgröße
T1 23

         0,99
T2 50

T3/T4 11

LK N1 42           0,23
N2 38

Metastasen M1 59           0,09
M2 11

Grading I 7
          0,19

II 40
III 28

ER negativ 26           0,26
positiv 51

PgR negativ 26           0,19
positiv 50

3.4.2.2. Expression von p21

Für die Expressionsanalyse des p21 Gens gelten die gleichen Optimierungsschritte wie in

Abschnitt 3.4.2 zur Bestimmung der BRCA1 Expression dargestellt. Nach Isolierung der

Gesamt RNA werden mittels quantitativer RT-PCR ein 169 bp großes p21 Fragment sowie

das 195 bp große GAPDH Fragment koamplifiziert. Die Primersequenzen zur Amplifikation

von p21 wurden der Literatur entnommen (Hui et al., 1997). Nach Ermittlung der optimalen

Menge an Primern, Nukleotiden und TAQ-Polymerase wird die Zyklenabhängigkeit bestimmt.

Zu diesem Zweck werden nach Beendigung eines jeden Zyklus PCR-Proben entnommen und

auf dem automatischen A.L.F. Sequenzer analysiert. Der graphischen Darstellung in Abb.

3.31 kann man entnehmen, daß die PCR bei einer Zyklenzahl von 27 im logharitmischen

Bereich liegt. Da p21 im Gewebe wesentlich schwächer exprimiert wird als GAPDH, ist es

nicht möglich, beide Signalintensitäten gleichzeitig auszuwerten. Bei einer für die Auswertung

ausreichenden Menge an p21 PCR Produkt ist die Menge des parallel dazu amplifizierten



Ergebnisse 90

GAPDH Produkts für eine gleichzeitige Auswertung zu groß. Zur Abschwächung des Signals

wird der fluoreszenzmarkierte Primer 1:8 mit nicht fluoreszenzmarkiertem Primer verdünnt.

Abb. 3.31: Graphische Darstellung zur Ermittlung der Zyklenabhängigkeit. Der Logarithmus aus dem
Produkt der ermittelter Fläche (p21 bzw. GAPDH) und der Verdünnung, mit der die Probe auf das
A.L.F. Gel aufgetragen wird, wird gegen die Anzahl der Zyklen aufgetragen.

3.4.2.2.1 p21 Expression in sporadischen Mammakarzinomen

Die Expression von p21 wird in einem Teil der Gewebeproben untersucht, in dem bereits die

BRCA1 Expression bestimmt wurde. Bei einer Analyse von 59 Mammakarzinom- sowie 18

dazu passende Normalgeweben variiert die relative Expression von 0,01 - 3,8 (siehe Tab.

10.10). Die mittlere Expression im Normalgewebe beträgt 1,2. Dementsprechend werden die

Gewebe in drei Gruppen unterteilt mit niedriger (0,01-0,8), mittlerer (0,8-1,6) und hoher (>1,6)

p21 Expression (Tab. 3.10). Ein Vergleich der p21 Expression aller untersuchten Gewebe

zeigt, daß der Anteil der Gewebe mit niedriger p21 Expression in den Tumorgeweben deut-

lich höher ist (81%) als im Normalgewebe (44%).
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Tab. 3.10: p21 Expression in 59 Mammakarzinomen und 18 dazu passenden Normalgeweben. Die
Gesamtheit der analysierten Gewebe ist eingeteilt in Gewebe mit niedriger (0.01-0.8), mittlerer (0.8-
1.6) und hoher (>1.6) p21 Expression im Vergleich zur mittleren Expression im Normalgewebe (1.2).

p21 Expression Normalgewebe
n=18

  n                               %

Tumorgewebe
n=59

  n                               %

0,01 - 0,8 8 44 48 81

0,8 - 1,6 5 28 6 10

> 1,6 5 28 5 9

Der Vergleich der p21 Expression in Paaren von Normal- und Tumorgeweben (Tab. 3.11)

zeigt eine Verschiebung der Häufigkeiten in allen drei Gruppen. 29% der untersuchten

Probenpaare weisen in Normal- und Tumorgewebe eine vergleichbare p21 Expression auf.

Bei 47% der Proben ist die p21 Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum Normal-

gewebe verringert, bei 24 % der Proben erhöht. Diese Expressionsverteilung in den Proben-

paaren zeigt keine statistische Signifikanz (p = 0,55).

Tab. 3.11: Untersuchung der p21 Expression in Normal- und Tumorgeweben von 19 Patienten. Die
größere Anzahl von Tumorgeweben in der Gruppe mit niedriger Expression (65% im Vergleich zu 42%
der Normalgewebe) ist nicht statistisch signifikant (p = 0.55).

p21 Expression Normalgewebe
n=17

  n                               %

Tumorgewebe
n=17

  n                               %

0,01 - 0,8 7 42 11 65

0,8 - 1,6 5 29 2 12

> 1,6 5 29 4 23

3.4.2.2.2 p21 Expression in sporadischen Ovarialkarzinomen

Die Analyse der p21 Expression wird analog zur BRCA1 Expression in den dort analysierten

26 sporadischen Ovarialkarzinomen bestimmt. Die relativen Expressionswerte variieren von

0,01-0,82, was den Werten in den Mammakarzinomen entspricht. Für diese Untersuchung

steht kein Normalgewebe zur Verfügung. Die Tumore werden entsprechend ihrer Expression

in drei Gruppen eingeteilt: mit niedriger (0,01-0,22), mittlerer (0,22-0,4) und hoher (>0,4) p21

Expression. In der Tabelle 3.12 ist dargestellt, daß 41 % der Ovarialkarzinome eine niedrige,

32% eine mittlere und 27 % eine hohe p21 Expression aufweisen. Die Einteilung der Tumor-



Ergebnisse 92

gewebe mit in die drei Gruppen mit niedriger, mittlerer und hoher p21 Expression weichen in

Mamma- und Ovarialkarzinomen stark voneinander ab.

Abb. 3.12: p21 Expression in 22 Ovarialkarzinomen. Die analysierten Gewebe sind eingeteilt in
Gewebe mit niedriger (0.01-0.22), mittlerer (0.22-0.4) und hoher (>0.4) p21 Expression im Vergleich
zur mittleren Expression 0.31).

p21 Expression Tumorgewebe
n=22

  n                               %

0,01 - 0,22 9 41

0,22 - 0,4 7 32

> 0,4 6 27

3.4.2.3. Korrelation zwischen BRCA1 und p21 Expression

Bei einem Vergleich der Expression der beiden Gene BRCA1 und p21 in 57 sporadischen

Mammakarzinomen zeigt sich eine statistisch signifikante, direkte Korrelation (p = 0,008;

bestimmt nach Kendall-Tau-b und Spearman-Rho). Dieses Ergebnis untermauert die Aus-

sage bzgl. einer BRCA1-abhängigen p21 Expression.

Der Vergleich der Expression der beiden Gene BRCA1 und p21 in 26 Ovarialkarzinomen

ergibt jedoch keine statistisch signifikante Korrelation (p = 0,1; nach Kendall-Tau-b und

Spearman-Rho). Der Grund hierfür liegt ggf. in der geringen Anzahl der untersuchten

Ovarialkarzinome.

3.4.3. Klonierung des BRCA1 Promotors aus Tumoren unterschiedlicher

BRCA1 Expression

Die reduzierte BRCA1 Expression kann in sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen

nicht auf Mutationen des Gens zurückgeführt werden. Es stellt sich daher die Frage, ob die

Ursache für eine verringerte Expression in einer veränderten Aktivität des Promotors liegt.

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wird ein Teil des BRCA1 Promotors aus DNA von

Tumoren unterschiedlicher Expression amplifiziert und in den Expressionsvektor pGL2basic

kloniert. Durch den Einsatz dieses Vektorsystems kann man die Aktivität des Promotors in

einem Luziferase-Assay bestimmen.
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Zur Analyse des BRCA1 Promotors α wird ein 1302 bp großes Promotor Fragment mittels

PCR amplifiziert (Barker et al, 1996). Dieses PCR Fragment umfaßt die Positionen 2217-

3519 der von Xu et al. (1995) beschriebenen Sequenz (U37574) und beginnt 1127 bp

upstream des ersten BRCA1 Exons. In diesem Fragment ist auch die von Xu et al. 1997

beschriebene “Ap1 Site” enthalten. Der 5´-Primer enthält zusätzlich zu der BRCA1-homo-

logen Sequenz eine KpnI-Schnittstelle; der 3´-Primer eine BGLII-Schnittstelle. Dies ermög-

licht eine Klonierung des PCR Produkts in die MCS des Expressionsvektors pGL2-basic vor

dem Luziferase Gen. Die Promotoren werden aus der DNA der Tumorgewebe 38T und 262T

amplifiziert. Sie zeigen jeweils stark voneinander abweichende BRCA1 Expression 1,26 bzw.

0,02. Die erhaltenen Vektorkonstrukte werden mittels FuGENETM6 (Boehringer Mannheim) in

die Mammakarzinom Zellinie SKBR3 transfiziert. Um einen möglichen Einfluß von Östradiol

zu überprüfen, wird in einem 2. Versuchsansatz ein Vektor mit ER α kotransfiziert.

Die Abb. 3.32 stellt die Ergebnisse des Luziferase-Assays dar. Die beiden untersuchten

Promotoren zeigen keinen Unterschied bzgl. ihrer Aktivität. Die Kotransfektion von ER α
bewirkt in beiden Fällen einen leichten Anstieg der Aktivität.

Abb 3.32: Ergebnisse des Luziferase Assay. Die beiden untersuchten Promotoren 38T und 262T zei-
gen keinen Unterschied bzgl. ihrer Aktivität. Die Kotransfektion von ER α bewirkt in beiden Fällen
einen leichten Anstieg der Aktivität.
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3.4.4. Allelspezifische Expression von BRCA1

In einem weiteren Versuch soll untersucht werden, ob eine allelspezifische Expression der

beiden BRCA1 Allele (Wildtypallel A1 und Allel mit Polymorphismus A2) als Regulations-

mechanismus für die BRCA1 Expression in Frage kommt. Die Analyse von ca. 80 Familien

auf BRCA1 Mutationen mittels Sequenzierung zeigte, daß im BRCA1 Gen 9 verschiedene

Polymorphismen, die sich über einen Bereich von Exon 11 bis Exon 16 erstrecken, immer im

Cluster auftreten. Tritt ein Polymorphismus bei einer Patientin homozygot bzw. heterozygot

auf, so trifft dies auch für alle anderen Polymorphismen des Clusters zu (siehe Abschnitt

3.2.4). Durch RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)-Analyse kann die Allelvertei-

lung mittels einer dieser Polymorphismen (T4427C) untersucht werden. Das Prinzip der

RFLP-Analyse ist in Abb. 3.33 dargestellt. Der hier untersuchte Polymorphismus liegt in Exon

13 des BRCA1 Gens. Im Wildtyp Allel (A2) ist dieser Polymorphismus Teil einer Restriktions-

schnittstelle für das Enzym EarI. Nach PCR-Amplifikation und anschließendem Restriktions-

verdau mit EarI kann man nach elektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5%-igen Aga-

rosegel die beiden Produkte nachweisen. Die Sequenz mit dem Polymorphismus (A2) kann

durch das Enzym EarI nicht mehr erkannt werden. Aus dem erhaltenen Bandenmuster ergibt

sich der Allelotyp.

Abb.3.33: Modell der SNP (single nucleotide polimorphism) Analyse. Das Fragment der Wildtyp-
sequenz A1 (369 bp Fragment für DNA- und 379bp Fragment für cDNA- Untersuchung) kann mittels
des Restriktionsenzyms EarI in zwei Fragmente geschnitten werden (210 bp und 159 bp für DNA
sowie 206 bp und 173 bp für cDNA); das Fragment des Allels mit dem Polymorphismus A2 kann nicht
von EarI erkannt werden. Daraus resultieren unterschiedliche Bandenmuster für die unterschiedlichen
Allelotypen A1/A1, A1/A2 und A2/A2 nach elektrophoretischer Auftrennung.

CC T C T C TT  T C T G  T C T G  C T C C T C CC  T C T G  T C T G
   G   G AGAG AA A G A A G A C C  G G A GA G GG  AG A  AG A C C

1. PCR
Wildtyp

Polymorphism
Polymorphismus

Ear IEar I

22. Restriction. Restriktion

379369 bp bp (379bp)
206210 bp bp (206bp)
173159 bp bp (173bp)

Ear IEar I
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3.4.4.1. Verteilung der Allelotypen in sporadischen Mammakarzinomen und

einem Kontrollkollektiv

Zur Bestimmung der Allelotypen werden 98 Mammakarzinompatientinnen mittels der in

Abschnitt 3.4.4 beschriebenen RFLP Analyse untersucht. Des weiteren wird ein Kontroll-

kollektiv, bestehend aus 60 gesunden Frauen ohne familiäre Prädisposition für Mamma- und

Ovarialkarzinome in einem Alter über 50 Jahren analysiert. Aus Blut-DNA wird das 369 bp

große Fragment von Exon 13 amplifiziert. Nach PCR Amplifikation und vollständigem

Restriktionsverdau mit EarI läßt sich der Allelotyp nach elektrophoretischer Auftrennung auf

einem Agarosegel aus dem erhaltenen Bandenmuster bestimmen (siehe Abb. 3.33). Die

Analyse der Brustkrebspatientinnen und des Kontrollkollektivs ergibt folgende Allelotypver-

teilung: Das Allel A2 tritt bei den Brustkrebspatientinnen deutlich häufiger auf (40%) als im

Kontrollkollektiv (29%) (siehe Tab. 3.13). Stellt man das Vorkommen des homozygoten Wild-

typallels A1/A1 dem Vorkommen der heterozygoten Allelverteilung A1/A2 und des homo-

zygoten Allels mit Polymorphismus A2/A2 gegenüber, so läßt sich eine statistische Wahr-

scheinlichkeit für das Auftreten des Allels A2 in Mammakarzinompatientinnen von p = 0,06

berechnen.

Tab. 3.13: Allelotypisierung von Mammakarzinompatientinnen. Das Auftreten der beiden BRCA1 Allele
A1 (WT) und A2 (P) wird bei 98 Mammakarzinompatientinnen bestimmt. Zum Vergleich wird ein
Kontrollkollektiv von 60 gesunden Frauen analysiert. Das BRCA2 Allel A2 wird mit größerer Frequenz
bei den Mammakarzinompatientinnen (40%) als in der Kontrollgruppe (29%) gefunden.

BRCA1 Allele

 A1 (WT) und
 A2 (p)

Mammakarzinompat.
n=98

  n                             %

Kontrollkollektiv
n=60

              n                           %

A1 / A1 35 36 31 52

A1 / A2 48 49 23 38

A2 / A2 15 15 6 10
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3.4.4.2. RFLP-Analyse von cDNA von sporadischen Mammakarzinomen und

Normalgewebe

Zur Analyse der allelspezifischen Expression des BRCA1 Gens wird mittels RFLP Analyse

die Allelverteilung der Allele A1 (Wildtypallel) und A2 (Allel mit Polymorphismus) in der cDNA

von Normal- und Tumorgewebe der gleichen Patientin untersucht. Dazu wird ein 379 bp

großes Fragment amplifiziert. Die Primersequenzen liegen flankierend zum Exons 13 in Exon

12 und Exon 14. Bei Amplifikation der Wildtypsequenz erhält man nach Restriktion mit EarI

die Restriktionsprodukte der Größe 206 bp und 173 bp. Insgesamt stehen für diese Unter-

suchung Gewebeproben von 150 Patienten mit sporadischem Mammakarzinom zur Verfü-

gung. Diese werden nach folgenden Kriterien für die Analyse ausgewählt: Zunächst unter-

sucht man anhand der DNA Proben dieser Patienten, ob diese homozygot oder heterozygot

sind. Die Analyse ergibt folgende Allelverteilung. 54 Patienten sind heterozygot, 48 homo-

zygot WT und 25 homozygot für das Allel mit dem Polymorphismus. Bei den übrigen Patien-

ten ist eine eindeutige Bestimmung des Allelotyps nicht möglich.

Die für dieses Allel heterozygoten Patienten werden in zwei Gruppen unterteilt: mit und ohne

LOH BRCA1. Die LOH-Analyse wurde zuvor mittels der drei intragenischen Marker des

BRCA1 Gens (siehe 3.4.1.1) durchgeführt. Bei heterozygoten Patienten ohne LOH soll die

allelspezifische Expression von A1 und A2 untersucht werden. Bei heterozygoten Patienten

mit LOH soll untersucht werden, ob ein bestimmtes Allel A1 oder A2 häufiger vom LOH

betroffen ist. Die Ergebnisse dieser Analsye sind in Tab 3.14 und 3.15 zusammengefaßt. Die

Zahl der analysierten Proben ist stark reduziert, weil nicht von allen Patienten des ursprüng-

lichen Probenkollektivs cDNA von Normal- und Tumorgewebe zur Verfügung steht. Es zeigt

sich, daß von 22 heterozygoten Patienten ohne LOH 7 Patienten im Normalgewebe das

Wildtypallel oder beide Allele exprimieren, im Tumorgewebe aber nur noch das Allel mit dem

Polymorphismus. 9 Patienten exprimieren im Normalgewebe das Wildtypallel oder beide

Allele und zeigen im Tumorgewebe das heterozygote Expressionsmuster, wobei das Signal

des Allels A2 deutlich stärker ist als die Signale des Wildtypallels A1. Sechs Patienten zeigen

sowohl im Normal- als auch im Tumorgewebe ein heterozygotes Expressionmuster. Um aus-

zuschließen, daß das Signal von Allel A2 im Tumormaterial auf unvollständige Restriktion

zurückzuführen ist, wurde dieses Ergebnis durch Sequenzierung einiger cDNA-Proben

exemplarisch bestätigt. Es handelt sich bei dem Tumormaterial nicht um mikrodissektiertes

Material, d. h. es enthält unterschiedlich große Mengen an Normalgewebe. So kann erklärt

werden, warum im Tumormaterial neben dem Signal des Allels A2 auch das Signal des
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Wildtypallels A1 mehr oder weniger stark nachgewiesen werden kann. Auffallend ist, daß

keine Patientin im Normalgewebe nur das Allel mit dem Polymorphismus bzw. im Tumor-

gewebe nur das Wildtypallel exprimiert (siehe Tab. 3.14).

Die Untersuchung der heterozygoten Patienten mit LOH zeigt in sechs Fällen den Verlust des

Wildtypallels imTumorgewebe und nur in einem Fall den Verlust des Allels mit dem Polymor-

phismus. In drei Fällen ist im Tumorgewebe trotz LOH BRCA1 die Expression beider Allele

nachweisbar (siehe Tab. 3.15). Dies kann ebenfalls auf einen Anteil von Normalgewebe im

Tumormaterial zurückzuführen sein. Die LOH Daten dieser Proben von 0,4-0,5 deuten auf

eine Heterogenität des Tumormaterials in Höhe von 40-50% hin.

Diese Untersuchungsergebnisse geben einen Hinweis auf einen möglichen prädisponieren-

den Effekt der Expression des Allels mit dem Polymorphismus in sporadischen Mamma-

karzinomen.

Tab. 3.14 RFLP-Analyse von cDNA (Mammakarzinom und Normalgewebe) von 22 heterozygoten
Patientinnen ohne LOH

Karzinome ohne LOH BRCA1 Expression in normaler cDNA Expression in Tumor cDNA
7 nur A1 oder A1/A2 nur A2
9 nur A1 oder A1/A2 überwiegend A2
6 A1 /A2 A1 /A2

Tab. 3.14 RFLP-Analyse von cDNA (Mammakarzinom und Normalgewebe) von 10 heterozygoten
Patientinnen mit LOH

Karzinome mit LOH BRCA1 Expression in normaler cDNA Expression in Tumor cDNA
6 A1 /A2 A2
1 A1 /A2 A1
3 A1 /A2 A1 /A2
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4. DISKUSSION

In Deutschland beträgt das Risiko einer Frau, an einem Mamma- und/oder Ovarialkarzinom

zu erkranken, etwa 10-12%. Etwa jede 10. Frau erkrankt in ihrem Leben an einem Mamma-

karzinom. Dabei liegt in 25% der Fälle ein familiärer Hintergrund vor, während 75% der

Patienten an einem sporadischen Mammakarzinom erkranken. Bei der Entstehung des fami-

liären Mamma– und/oder Ovarialkarzinoms konnte eine ursächliche Beteiligung der Brust-

krebsgene BRCA1 und BRCA2 eindeutig nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser

beiden Gene für die Entstehung sporadischer Karzinome ist dagegen nach wie vor unklar.

4.1. Das familiäre Mamma- und/oder Ovarialkarzinom

Derzeit sind fünf Gene (BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN und ATM) bekannt, bei denen es sich

ohne Zweifel um für Mammakarzinome prädisponierende Gene handelt und die etwa 20-25%

aller familiär gehäuft auftretenden Brustkrebserkrankungen erklären (Easton et al., 1999):

Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 sind die häufigsten.

Seit 1994 wird in der Universitäts-Frauenklinik Düsseldorf eine interdisziplinäre Beratung in

einer Tumorrisikosprechstunde (gynäkologische Onkologie, Humangenetik, Psychotherapie

und Molekulargenetik) für Hochrisikofamilien mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomerkran-

kungen angeboten. Seit Dezember 1996 wird das Düsseldorfer Zentrum als eines von zwölf

Zentren in Deutschland von der deutschen Krebshilfe gefördert (Beckmann et al., 1997a und

1998; Kuschel et al., 2000). Schwerpunkt der Forschungsaktivität ist die genetische Analyse

der Brustkrebsgene BRCA1 und BRCA2 in Familien mit hereditären Mamma- und/oder

Ovarialkarzinomen.

4.1.1. Präventive Gendiagnostik für BRCA1 und BRCA2

Die präventive Gendiagnostik eröffnet neue Perspektiven in der modernen Medizin. Durch

eine Genanalyse kann eine Aussage bzgl. des Erkrankungsrisikos getroffen werden.Die prä-

ventive Gendiagnostik beinhaltet Vor- und Nachteile für den Patienten, die vor der Analyse

gegeneinander abgewogen werden müssen. Daher ist die interdisziplinäre Zusammenarbeit

von gynäkologischer Onkologie, Humangenetik, Psychotherapie und Molekulargenetik sehr

wichtig. Vor allem die direkten emotional – psychischen Probleme der Ratsuchenden und

ihrer Familien müssen berücksichtigt werden. Die Analyse wird bei Ratsuchenden durchge-
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führt, die die möglichen Auswirkungen der Erkrankung bereits aus dem nächsten Familien-

kreis kennen. Durch psychotherapeutische Beratung gilt es zu erkennen, ob die Erleichterung

bei einem negativen Ergebnis die Erhöhung der Angst nach einem positiven Testergebnis

aufwiegt. Im Falle eines positiven Ergebnisses wird aus der unbestimmten Furcht eine kon-

krete Angst. Die Ratsuchende hat Sorge um nicht getestete Nachkommen und entwickelt

unter Umständen Schuldgefühle gegenüber betroffenen Familienangehörigen. Auch gesell-

schaftliche Auswirkungen sind nicht auszuschließen: Einstellungsverweigerungen im Berufs-

leben oder die Verweigerung von Versicherungsleistungen können die Folge eines positiven

Gentests sein. Eine intensive psychologische Betreuung der Ratsuchenden und ihrer Familie

ist daher wichtig. In Schweizer Arbeitsgruppen gibt es besonders ausgebildete Berater

(“Family Study Professionals”), die sich um die Erhebung und Ergänzung von Familienanam-

nesen und um die Kontakte zu den betroffenen Familienangehörigen bemühen. In einigen

europäischen Ländern (z. B. Großbritannien) werden spezielle “genetic nurses” - ausgebil-

dete Krankenschwestern bzw. Sozialarbeiter – für die Langzeitbetreuung dieser Familien ein-

gesetzt (Kuschel et al., 2000).

Der Ausschluß einer Mutation kann zur Beruhigung von Ratsuchenden bei zufälligem Auftre-

ten von mehreren spontanen, nicht auf einer genetischen Veränderung beruhenden

Karzinomen beitragen. Der Ausschluß einer Mutation bei einer Person mit einem solchen

familiär nachgewiesenen Gendefekt kann ebenfalls eine erhebliche psychische Entlastung

bewirken. Der Nachweis einer Mutation bedeutet für die Betroffenen eine verbesserte Prog-

nose durch ein individuelles Betreuungs- und Früherkennungsprogramm. Präventive medi-

kamentöse (Einsatz chemopräventiver Agenzien wie z. B. Tamoxifen oder Raloxifen) und ggf.

chirugische Maßnahmen (prophylaktische Mastektomie) können angeboten werden (Kuschel

et al., 2000).

Grundsätzlich gilt, daß keine molekulare Untersuchung ohne ausreichende und regelgerechte

Beratung oder Information durchgeführt wird. Die Ratsuchende soll zwischen alternativen

Handlungsmöglichkeiten entscheiden können. Daher sollte die präventive Diagnostik auf erb-

liches Mamma- und/oder Ovarialkarzinom in nächster Zeit ausschließlich in Zentren in Form

einer kontrollierten Studie unter Einschluß umfassender Beratungsangebote durchgeführt

werden (Beckmann et al., 1997).

Auf wissenschaftlicher Ebene können durch den Gentest neue Erkenntnisse über genetische

Veränderungen gewonnen und neue Analyseverfahren evaluiert werden. Eine Schwierigkeit
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des Gentests liegt für den Molekulargenetiker in der Befund-Interpretation des genetischen

Analyseergebnisses.

Ein positiver Befund ermöglicht eine relativ sichere Einschätzung des Erkrankungsrisikos. Im

Falle eines positiven Befundes stellt sich jedoch die Frage nach der Penetranz der nachge-

wiesenen genetischen Veränderung. So werden Polymorphismen nicht als Ursache für die

Entstehung eines Mammakarzinoms angesehen. Nicht geklärt ist derzeit die Bedeutung von

Missense Mutationen mit unbekannter Funktion, sog. “unclassified variants” (UVs). Bei den in

Düsseldorf untersuchten Familien konnten drei Missense Mutationen im BRCA2 Gen nach-

gewiesen werden, die als UVs klassifiziert werden müssen. Im gesamten Konsortium wurden

17 verschiedene BRCA1 UVs (siehe Tabelle 10.7) und 24 verschiedene BRCA2 UVs (siehe

Tabelle 3.4) gefunden. Bei der Frage nach der Bedeutung dieser UVs ist eine sichere

Abgrenzung zwischen Polymorphismus und UV erforderlich. Diese wird über die Häufigkeit

der genetischen Veränderung in einem Kontrollkollektiv definiert. Ein UV tritt mit einer Fre-

quenz von unter 1% auf. Liegt die Frequenz über 1%, so werden die Missense Mutationen

als Polymorphismen klassifiziert. Um diese Abgrenzung für die UVs treffen zu können, wurde

eine Kontrollgruppe von jeweils 200 gesunden Frauen im Alter über 55 Jahren, ohne familiäre

Prädisposition für Krebserkrankungen auf alle UVs in den BRCA1 und BRCA2 Genen unter-

sucht. Mit einer Ausnahme (C5214T) konnten alle BRCA1 UVs nur einmal in den über 500

analysierten Familien und der Kontrollgruppe gefunden werden. Sieben dieser UVs sind

keinmal, vier sind einmal und sechs sind zweimal oder häufiger in der Datenbank der BIC

(Breast Cancer Information Core) aufgeführt. Die in BRCA2 gefundenen UVs konnten zum

Teil (G4486T, G8410A und G9079A) in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Sieben

BRCA2 UVs sind in der internationalen Datenbank BIC häufig (>10) aufgeführt. Basierend auf

den Untersuchungen dieser Arbeit sowie auf den Untersuchungen anderer Gruppen (Wagner

et al., 1999), sind drei Missense Mutationen (G4486T, G8410A und G9079A) auf Grund ihrer

Frequenzen als Polymorphismen einzustufen und daher bei der Interpretation des Analy-

seergebnisses entsprechend zu berücksichtigen.

Im Gegensatz zu einem positiven Analyseergebnis ist die Befundinterpretation eines nega-

tiven Analyseergebnisses schwierig. Zunächst ist die Sensitivität und die Spezifität der ange-

wandten Analysemethode zu beurteilen. Des weiteren stellt sich die Frage nach dem Einfluß

von zusätzlichen endogenen Faktoren oder zusätzlichen Genen, die die Karzinomentstehung

fördern (Beckmann et al., 1997b).
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Im folgenden wird zunächst eine Einschätzung der möglichen Analysemethoden vorgenom-

men. Die Spezifität einer Methode ist nicht nur von der Art der Methode, sondern auch von

ihrem Anwender abhängig. Je größer die Erfahrung des Anwenders bzgl. einer Methode ist,

desto höher ist die Spezifität, die er mit dieser Methode erzielen kann. Voneinander abwei-

chende Angaben in der Literatur bzgl. der Spezifität der Methoden lassen sich u. a. auf die

unterschiedlich großen Erfahrungen der Anwender beim Einsatz der Methoden zurückführen.

Darüber hinaus kann eine Optimierung der Analysebedingungen für das zu analysierende

Gen die Spezifität der Methode bei jedem konkreten Fall erhöhen.

Die direkte DNA Sequenzierung gilt als der „Goldstandard“ in der Mutationsanalyse. Mit einer

Sensitivität von über 98% gilt sie als die sicherste Methode zum Nachweis von Mutationen.

Die Sequenzierung ist die einzige Methode, die eine Charakterisierung der Mutation bzgl.

ihrer Art und Position zuläßt. Es können alle bekannten Mutationen (Punkt-, Frameshift- und

Nonsensemutationen) sowohl homo- als auch heterozygot nachgewiesen werden. Voraus-

setzung für die Sicherheit dieser Methode in der Diagnostik ist eine Automatisierung. Neben

einer Reduktion von Arbeits- und Zeitaufwand können durch die Automatisierung manuelle

Fehlermöglichkeiten eingeschränkt werden. Die Reproduzierbarkeit wird erhöht und es wird

eine optimale Dokumentation des Arbeitsablaufs und des Analyseergebnisses gewährleistet.

Die vollständige Doppelstrangseqenzierung ist trotz der Automatisierung zeitaufwendig und

labor- und kostenintensiv. Dies gilt besonders für die Analyse sehr großer Gene, wie z. B.

BRCA1 und BRCA2, mit uniformer Mutationsverteilung über das gesamte Gen. Aufgrund der

hier dargestellten Nachteile wird im nächsten Abschnitt die Durchführung verschiedener Vor-

screeningmethoden als Ergänzung zur direkten Sequenzierung diskutiert.

Durch den PTT (“protein truncation test”) können nur Frameshift- oder Nonsensemutationen

nachgewiesen werden, die ein verkürztes Protein zur Folge haben. 80% der bisher beschrie-

benen BRCA1/2-Mutationen sind Frameshift- oder Nonsensemutationen. Damit liegt die

Sensitivität des PTT für die Analyse dieser beiden Gene bei 80%. Es können etwa 1-1,5 kb

große DNA Abschnitte analysiert werden. BRCA1 und BRCA2 enthalten eine große Anzahl

kleinerer Exons. Der PTT ist daher nur für die Analyse der großen Exons 10 und 11 sinnvoll

(Niederacher et al., 1999).

Für die SSCP (“single strand conformation polymorphism”)-Analyse wird eine Sensitivität

zwischen 60 und 80-90% (Niederacher et al., 1999) angegeben. Unter optimalen Analysebe-
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dingungen kann für die Analyse des BRCA1 Gens eine Sensitivität von 94% erzielt werden.

(Gross et al., 1999).

Die EMD (“enzymatic mutation detection”)–Analyse scheint eine der Sequenzierung ähnliche

Sensitivität zu haben, sie ist jedoch für die BRCA1/2- Analyse noch nicht ausreichend vali-

diert. Ein Nachteil dieser Methode liegt in hohen falsch Positivraten und hohen Kosten für die

Analyse (Wagner et al., 1999).

Eine erst kürzlich entwickelte Methode zur Mutationsdetektion ist die DHPLC (“denaturing

high-performance liquid chromatography”)–Analyse. Im Gegensatz zu den anderen

Vorscreeningmethoden ist bei ihrer Durchführung eine Automatisierung möglich. Das zeit-

aufwendige Gießen und Beladen herkömmlicher Gelsysteme entfällt und es wird eine hohe

Trennleistung bei sehr kurzer Analysezeit (15 min/Probe) gewährleistet (Wagner et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DHPLC für die Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 so

optimiert, daß eine Sensitivität von 98% erzielt wurde. Damit ist die Sensitivität dieser

Methode mit der der direkten DNA Sequenzierung vergleichbar. Diese hohe Sensitivität der

DHPLC in der Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 konnte auch durch Studien anderer

Arbeitsgruppen bestätigt werden (Wagner et al., 1999; Arnold et al., 1999; Gross et al.,

2000). Zur Verifizierung der gefundenen Mutationen muß das analysierte Fragment sequen-

ziert werden. Die zu analysierenden Fragmente sollten daher nicht größer als 600-800 bp

groß sein (je nach Sequencer). Außerdem konnte gezeigt werden, daß das Analyseergebnis

wesentlich von der in der PCR eingesetzten Taq-Polymerase abhängt. Der Einsatz einer Taq-

Polymerase mit 3´-5´-Exonukleaseaktivität ist erforderlich (siehe Abschnitt 3.1.2.1.1). Durch

die Automatisierung erfüllt die DHPLC Analyse wie die Sequenzierung die Anforderungen

einer diagnostischen Methode bzgl. Minimierung manueller Fehlermöglichkeiten, Reprodu-

zierbarkeit und Dokumentationsmöglichkeit bei gleichzeitig hohem Probendurchsatz (siehe

Abschnitt 3.1.2.1.3). Es konnte im Rahmen der Etablierung der DHPLC mit Hilfe der Positiv-

kontrollen gezeigt werden, daß auch die Wahl der geeigneten Analyse-Temperatur die Sen-

sitivität der Methode beeinflußt. Nicht jede Mutation ist über ein größeres Temperaturintervall

nachzuweisen und so sollten vor allem für Fragmente mit unterschiedlichen Schmelzdo-

mänen mehrere Analysetemperaturen festgelegt werden (siehe Abschnitt 3.1.2.2.2). Da der

Ofen Abweichungen zwischen Soll- und Ist-Temperatur aufweist, ist es erforderlich, vor jeder

Analyse die optimalen Bedingungen in einem Vorlauf durch Analyse der Positivkontrollen zu

überprüfen (siehe Abschnitt 3.1.2.3.3). In Fragmenten mit unterschiedlichen Schmelzdo-

mänen können Mutationen in “high-melting domains” mit der DHPLC mit höherer Sensitivität
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nachgewiesen werden als mit der TGGE, einer weiteren Heteroduplex-Analyse-Methode

(siehe Abschnitt 3.1.2.3.6.1). Durch den Einsatz psoralenmodifizierter Primer (siehe Abschnitt

3.1.2.3.6.2) kann der Nachweis von Mutationen in “high-melting domains” noch verbessert

werden. Da jedoch noch nicht geklärt ist, ob Psoralen, das mit der Säulenmatrix Wechselwir-

kungen eingeht, die Kapazität der Säulenmatrix beeinflußt, kann in der PCR alternativ auf

Einsatz von Primern mit G-C-Klammern oder 7-deaza-2´-dGTP an Stelle von dGTP zur Sta-

bilisierung der Fragmente (Hayward-Lester et al., 1997) zurückgegriffen werden. Der Nach-

weis von Mutationen in Fragmenten mit bekannten Polymorphismen durch Sequenzierung ist

wegen der Häufigkeit der Polymorphismen in den Genen BRCA1 und BRCA2 sehr arbeits-

aufwendig. Durch Entwicklung einer Strategie, die eine Interpretation des Elutionsprofils

hinsichtlich Polymorphismus oder Mutation zuläßt (siehe Abschnitt 3.1 2.4), kann auf eine

Sequenzierung der Fragmente bei Vorliegen eines Polymorphismus verzichtet werden. Die

Etablierung der DHPLC für die Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 hat gezeigt, wie stark

die Sensitivität von der Optimierung der Analysebedingungen und der Kontrolle der etablier-

ten Bedingungen abhängt. Durch zusätzliche Optimierungsschritte (z. B. Einsatz psoralen-

gekoppelter Primer) kann die Sensitivität weiter erhöht werden. Für die Analyse von BRCA1

und BRCA2 hat sich die DHPLC durch ihre hohe Sensitivität und den geringen Arbeitsauf-

wand klar gegen die anderen Vorscreeningmethoden durchgesetzt.

Auch für die Mutationsdetektion in sporadischen Karzinomen ( zur p53 Mutationsanalyse vgl.

Abschnitt 3.3) zeichnet sich die DHPLC durch ihre hohe Sensitivität aus. Tumormaterial hat

im Gegensatz zu Blut als Ausgangsmaterial für die DNA-Isolierung den Nachteil, daß es hete-

rogen bezüglich der Tumorzellen mit und ohne Mutation bzw. Allelverlust ist. Wird keine

Mikrodissektion durchgeführt, die ihrerseits sehr zeitaufwendig ist, so enthält Tumormaterial

zusätzlich unterschiedliche Mengen an Normalgewebe. Das Verhältnis von Wildtyp-Allel und

mutiertem Allel verschiebt sich dann zu Ungunsten des mutierten Allels. Mischexperimente

mit Wildtyp- und mutierter DNA zeigten, daß selbst bei einen Anteil von nur 10% mutierter

DNA (das entspricht einem Anteil des mutierten Allels von 5%) ein Heteroduplexsignal nach-

gewiesen werden kann. Bei der Analyse sporadischer Mammakarzinome auf p53 Mutationen

wurden Karzinome mit unterschiedichen LOH-Werten für p53 mit und ohne Zugabe von

Wildtyp-DNA untersucht. Erwartungsgemäß zeigten Karzinome mit nahezu vollständigem

Allelverlust (80%) bei Zugabe von Wildtyp-DNA ein ausgeprägteres Heteroduplexsignal, wäh-

rend in Karzinomen mit geringerem Allelverlust (50%) und damit hohem Anteil des Wildtyp

Allels durch Zugabe weiterer Wildtyp-DNA das Heteroduplexsignal abgeschwächt wurde. Es

konnte jedoch in allen Fällen unabhängig von LOH oder Zugabe der Wildtyp-DNA ein Hete-
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roduplexsignal nachgewiesen werden, wodurch die Sensitivität der Methode bestätigt wird.

Die Ergebnisse zeigen jedoch auch, daß eine vorherige Abschätzung des Anteils des

mutierten Allels durch LOH Analyse vorteilhaft sein kann. Bei der Verifizierung der entdeckten

Mutationen durch die direkte DNA Sequenzierung zeigte sich die Heterogenität des Materials

als Nachteil. Liegt der Anteil der mutierten DNA bei 50% oder höher, entspricht das Sequen-

ziersignal dem Signal einer heterozygoten oder im Falle eines 100%igen LOHs dem einer

homozygoten Mutation. In diesen Fällen kann die Mutation problemlos nachgewiesen

werden. Bei einem LOH des Tumormaterials über 0,4 steigt der Anteil des Wildtyp Allels an

(> 57%). Dies erschwert die Detektion der Mutation mittels direkter DNA Sequenzierung, da

das Signal der Mutation von Hintergrundsignalen nur schwer oder gar nicht zu unterscheiden

ist. In solchen Fällen hat sich die DHPLC als wesentlich sensitiver erwiesen als die Sequen-

zierung. Fraglich ist, wie eine Verifizierung des positiven DHPLC Signals erzielt werden kann.

Eine Möglichkeit, die jedoch sehr zeitaufwendig und daher in routinemäßigen Einsätzen eher

ungeeignet ist, ist die Klonierung der DNA und die anschließende Sequenzierung einzelner

Klone. Dabei muß jedoch ausgeschlossen werden, daß PCR-bedingt (z.B. durch Einsatz

einer Taq ohne Proof-Reading Funktion) zu viele Klone Mutationen aufweisen. Ein positiver

DHPLC Befund kann auch durch Einsatz einer zweiten Methode, wie z. B. EMD bestätigt

werden. Rückschlüsse auf Art und die Position der Mutation können so jedoch nicht gezogen

werden. Trotz dieses Nachteils der Verifizierung des Analyseergebnisses hat sich die DHPLC

als eine sichere Methode erwiesen, um ein großes Probenkollektiv in kurzer Zeit auf Muta-

tionen zu untersuchen.

Trotz der hohen Sensitivität der eingesetzten Methoden ist die Interpretation eines negativen

Analyseergebnisses in der Diagnostik schwierig. Es muß berücksichtigt werden, daß

bestimmte Mutationen mittels der herkömmlichen Analysemethoden nicht detektiert werden

können. Dies gilt vor allem für Mutationen, die zu einer Duplikation bzw. Deletion eines

ganzen Exons führen. Im BRCA1 Gen sind bisher drei solcher Veränderungen als niederlän-

dische Foundermutationen beschrieben (Petrij-Bosch et al., 1997). In den bekannten Fällen

sind ganze Exonbereiche des BRCA1 Gens deletiert. Diese Foundermutationen, dazu gehö-

ren die 510bp Deletion des Exons22, die 3835bp Deletion des Exons 13, sowie eine 14kb

Deletion, die die Exons 13-16 betrifft, bilden 36% der in den Niederlanden gefundenen

BRCA1 Mutationen. Eine weitere genetische Veränderung, die durch Sequenzierung nicht

detektiert werden kann, ist die Duplikation von Exon 13. Es handelt sich dabei um eine

ins6kbEx13 Mutation, die zunächst in drei US-Familien europäischer Abstammung, sowie in

einer portugisischen Familie entdeckt wurde (Puget et al., 1999b). Die Mutation kann nur
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durch ein auf PCR basierendem Mutationsscreening durch die Wahl geeigneter Primer nach-

gewiesen werden (siehe Abschnitt 3.2.5). Die Untersuchungsergebnisse einer internationalen

Studie unter der Leitung von S. Mazoyer (Université Claude Bernard, Lyon, France) legten

einen gemeinsamen Ursprung für die Entstehung dieser genetischen Veränderung nahe. Mit

Ausnahme einer Familie konnten alle Familien auf einen britischen Ursprung zurückgeführt

werden, bzw. auf ein Land, daß geschichtliche Verbindungen zu Großbritannien hatte. Dies

legt den Schluß nahe, daß es sich bei der Exon 13 Duplikation um eine Founder Mutation

britischen Ursprungs handelt. (The BRCA1 Exon 13 Duplication Screening Group, 2000).

Diese Untersuchung verdeutlicht, daß im Rahmen der routinemäßigen BRCA1 und BRCA2

Analyse zu beachten ist, daß bestimmte Mutationen nicht durch herkömmliche Methoden

(Sequenzierung oder Vorscreening-Methoden) nachzuweisen sind. Es stellt sich die Frage,

ob diese Mutationen nicht im Rahmen einer zusätzlichen Analyse überprüft werden sollten.

Wird bei der Beratung festgestellt, daß die Patientin aus einem Land mit bereits bekannter

Founder Mutationen stammt, ist diese Analyse empfehlenswert. Im Düsseldorfer Zentrum

bietet sich die Analyse holländischer Founder Mutationen aufgrund der grenznahen Lage an,

denn die Frequenz dieser Foundermutationen beläuft sich in der holländischen Population

auf 36%. Eine dieser Mutationen (510bp Deletion des Exons22) wurde bei einer im Düssel-

dorfer Zentrum analysierten Familie nachgewiesen.

Für die Interpretation eines negativen Analyseergebnisses steht darüber hinaus außer Frage,

daß noch weitere Gene für die Entstehung des hereditären Mammakarzinoms verantwortlich

sind. Findet man bei einer Patientin keine Mutation in den Genen BRCA1 und BRCA2, kann

dennoch eine erbliche Veranlagung für das Mammakarzinom nicht ausgeschlossen werden.

Die präventive Gendiagnostik ist - durch die hohe Sorgfalt, mit der die Analyse durchzuführen

ist- sehr zeitaufwendig. Die lange Wartezeit auf ein Analyseergebnis kann die psychische

Situation der Ratsuchenden verschlechtern. In Hochrisikofamilien kann es in der Zeit

zwischen Beratung und Analyseergebnis zum Ausbruch der Krankheit kommen. In diesen

Fällen kann eine 2-Stufen Analyse durchgeführt werden. Datenbankanalysen haben ergeben,

daß durch die Analyse bestimmter Fragmente bereits 65% aller BRCA1 bzw. 68% aller

BRCA2 Mutationen, die in der German BIC beschrieben sind detektiert werden (siehe

Abschnitt 3.1.2.5). Im Falle eines positiven Befundes kann auf diese Weise die Dauer der

Analyse verkürzt werden. Im Falle eines negativen Befundes sagt dieser jedoch nichts über

das Erkrankungsrisiko aus. Die Analyse der restlichen Fragmente muß folgen. Die Entwick-
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lung der automatisierten Analysestrategie für BRCA1 und BRCA2 spricht gegen eine 2-

Stufen Analytik. Besonders beim Einsatz der DHPLC wurde eine Strategie entwickelt, in die

alle zu analysierenden Fragmente der beiden Gene einbezogen wurden. Aufgrund der unter-

schiedlichen Analysebedingungen der Fragmente (verschiedene PCR Bedingungen) ist es

nachteilig, einige Fragmente aus der Gesamtanalyse herauszunehmen und im Vorfeld zu

analysieren. Das Angebot kommerziell durchgeführter Gentests bedient sich dieser Strategie.

Die Entwicklung eines allgemein einsetzbaren Tests wird derzeit von mehreren amerika-

nischen Firmen betrieben. Der Test ist auch in den USA derzeit noch nicht erhältlich und

bezüglich seines Einsatzes und der Möglichkeit des kommerziellen Mißbrauchs sehr umstrit-

ten (Beckmann et al., 1997a). In Deutschland wird die Testung auf BRCA1 und BRCA2

Mutationen derzeit von verschiedenen Analyselaboren angeboten (z. B. vom Institut für Medi-

zinische Molekular Diagnostik (IMMD), Berlin). Diese wecken jedoch oft falsche Hoffnungen

bezüglich der Genauigkeit der Analyse und der Befundung. IMMD bietet eine 2-Stufen Analy-

tik an. In der ersten Phase können nur 50% der beschriebenen Mutationen nachgewiesen

werden. Im Falle eines negativen Ergebnisses kann keine Aussage bzgl. des Erkrankungs-

risikos getroffen werden. Trotzdem wird in diesem Fall die zweite Stufe des Tests nur dann

durchgeführt, wenn diese unter Berücksichtigung des familiären Risikos und/oder einer klini-

schen Anamnese erforderlich scheint. Ist dies nicht der Fall, gilt der Befund der Phase 1 als

Endbefund und das Erkrankungsrisiko wird mit dem der Normalbevölkerung gleichgesetzt.

Auch die angegebene Sensitivität der CSGE (“conformation sensitiv gel electrophoresis”) von

97% ist zu hinterfragen, da der Nachweis der Sensitivität und Validierung dieser Methode zur

BRCA1/2-Analyse noch nicht erbracht wurde. Bevor die Gentestung kommerziell vermarktet

wird, sollten die Grundsätze eines prädiktiven Gentests genau definiert werden.

4.1.2. Ergebnisse der Familienanalyse im Vergleich zu den Daten des

Deutschen Konsortiums

Die bisher in der Literatur zusammengestellten Daten bezüglich der Mutationen in den Genen

BRCA1 und BRCA2 beziehen sich zum größten Teil auf Nord-Amerika bzw. auf andere hete-

rogene Populationen, die möglicherweise nicht das Mutationsprofil eines bestimmten Landes

widerspiegeln (Shattuck-Eidens et al., 1995; Gayther et al., 1996; Ford et al., 1998). In

Europa gibt es bislang nur eine Studie innerhalb der niederländischen Bevölkerung, die eine

große Anzahl von Personen (>400) auf BRCA1 Mutationen getestet hat (Peelen et al., 1997).

In anderen Populationen, wie der französischen (Stoppa-Lyonnet et al., 1997), der schwe-

dischen (Hakansson et al., 1997) sowie der finnischen (Vehmanan et al., 1997) wurden stets

weniger als 200 Personen getestet. Außerdem wurden in diesen Populationen stets weniger
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als 150 Personen auf Mutationen des BRCA2 Gens getestet (Peelen et al., 2000; Serova-

Sinilnikova et al., 1997; Hakansson et al., 1997; Vehmanen et al., 1997). Im Rahmen des

Deutschen Konsortiums für familiäre Mamma- und/oder Ovarialkarzinome wurden bis heute

erstmals Mitglieder aus 850 voneinander unabhängigen deutschen Familien analysiert. Die

Einschlußkriterien für die genetische Testung von BRCA1 und BRCA2, wurden wie folgt

definiert:

A1: Familien mit zwei oder mehr Fällen von Mammakarzinomen, mit mindestens zwei Fällen,

die unter 50 Jahren aufgetreten sind.

A2: Familien mit mindestens einem männlichen Mammakarzinom.

B:  Familien mit mehreren Mammakarzinomen und mindestens einem Ovarialkarzinom.

C1: Familien mit zwei oder mehr Fällen von Mammakarzinomen,wobei mindestens ein Fall

vor dem 50. Lebensjahr aufgetreten ist.

C2: Familien mit einem Fall von Mammakarzinom, welches vor dem 35. Lebensjahr aufge-

treten ist.

C3: Familien mit zwei oder mehr Fällen von Mammakarzinomen, unabhängig vom Erkran-

kungsalter.

D:  Familien mit mindestens einem Ovarialkarzinom.

Im Düsseldorfer Zentum wurden im Rahmen dieser Studie bislang 745 Mitglieder aus 646

Familien klinisch beraten. Von diesen wurde 451 Personen aus 382 Familien die genetische

Analyse angeboten. Die genetische Analyse von bislang 80 Patientinnen für BRCA1 und

BRCA2 mittels direkter Sequenzierung und DHPLC Analyse ergab folgende Ergebnisse: Von

den im Deutschen Konsortium insgesamt 66 verschiedenen BRCA1 (siehe Tabelle 10.5)

sowie 52 verschiedenen BRCA2 (siehe Tabelle 10.6) Mutationen konnten im Düsseldorfer

Zentrum bislang 10 verschiedene BRCA1 Mutationen (8 Frameshift, 1 Missense, 1

Nonsense), sowie zwei verschiedene BRCA2 Mutationen (2 Frameshift Mutationen) nachge-

wiesen werden. Die Frameshift und Nonsense Mutationen (innerhalb des Konsortiums

wurden 56 bzw. 47 Frameshift und Nonsense Mutationen und 7 bzw. 5 Splice Mutationen in

BRCA1 bzw. BRCA2 gefunden) führen zu vorzeitigen Abbrüchen des Proteins, die Nonsene

Mutation T300G liegt innerhalb der 5´-RING Finger Domäne. Vier der gefundenen BRCA1

Mutationen (1458insG, 1996ins4bp, 5256delG, IVS21-36del510) sowie die beiden BRCA2

Mutationen (5445delTTTAAGTA, 6633delCTTAA) wurden bisher nur einmal innerhalb des

Deutschen Konsortiums gefunden. Fünf der BRCA1 Mutationen (T300G, C1740T, 3604delA,

3819del5bp, 4184delG) gehören zu den rekurrenten Mutationen, die innerhalb des Konsor-
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tiums dreimal oder häufiger gefunden wurden. Insgesamt sind 15 der 66 BRCA1 Mutationen

rekurrent. Sie bilden einen Anteil in Höhe von 65% aller im Konsortium gefundenen BRCA1

Mutationen. Eine dieser Mutationen (C1740T) sowie die Mutationen 1458insG und 3222insT

scheinen für die deutsche Population spezifische Mutationen zu sein. Insgesamt trifft dies auf

21 der insgesamt 66 BRCA1 Mutationen zu.

Die Mutation IVS21-36del510 ist eine BRCA1 Mutation, die zu den niederländischen Founder

Mutationen gehört. Sie konnte bei den im Düsseldorfer Zentrum untersuchten Familien einer

Familie niederländischer Abstammung zugeordnet werden.

Die BRCA1 Mutation 5382insC, die in der deutschen Population am häufigsten auftritt (Backe

et al., 1999), konnte dagegen im Düsseldorfer Zentrum bisher nicht nachgewiesen werden.

Nach Gayther et al. (1995) lassen sich verschiedene Genotyp-Phenotyp Korrelationen auf-

stellen. So werden Mutationen, die in der Region 5´ von Nukleotid 4422 liegen vor allem in

Familien mit Mamma- und Ovarialkarzinomen gefunden, während Mutationen in der Region

3´ dieses Nukleotids in Familien mit ausschließlich Mammakarzinomen gehäuft auftreten. Die

Düsseldorfer Befunde konnten diese These nicht unterstützen. Für beide Bereiche war das

Verhältnis der Familien A1 (nur Mammakarzinome) und B (Mamma- und Ovarialkarzinome)

1:1. Die Daten des gesamten Konsortiums dagegen untermauern diesen Befund. Im Bereich

der Exons 1-11 beträgt das Verhältnis der Gruppen B zu A1 2:1. Für den Bereich der Exons

12-24 beträgt das Verhältnis B zu A1 dagegen 1:1. Auch für das BRCA2 Gen wurde eine

Genotyp-Phenotyp Korrelation aufgestellt. Mutationen im Bereich 3035-6629 finden sich ver-

mehrt bei Familien mit Ovarialkarzinomen. Auch diese Aussage bestätigt sich in Düsseldorf

nur zum Teil. Die gefundene Mutation in diesem Bereich (5445delTTTAAGTA) wurde in einer

reinen Mammakarzinom-Familie detektiert. Die zweite Mutation (6633delCTTAA) liegt streng

genommen außerhalb des definierten Bereichs. Sie wurde jedoch in einer Familie mit

Mamma- und Ovarialkarzinomen detektiert.Im deutschen Gesamtkollektiv läßt sich diese

Aussage bezüglich der Genotyp-Phenotyp Korrelation der BRCA2 Mutationen ebenfalls nicht

treffen.

Die Familien des Düsseldorfer Zentrums mit BRCA1 und BRCA2 Mutationen gehören alle zu

den Gruppen A1 bzw. B. Dies entspricht durchaus den Erwartungen, denn nach Auswertung

aller Daten des Deutschen Konsortiums ergeben sich für das Vorkommen der Mutationen in

den einzelnen Gruppen die folgenden Sequenzen:
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Tab. 4.1 Mutationsfrequenzen in den Genen BRCA1 und BRCA2 in Abhängigkeit von den Karzinom-
erkrankungen in der Familie

Gruppe BRCA1 BRCA2
A1 22,8 % 15,2 %
A2 4,2 % 37,5 %
B 41,8 % 17,1%

C1 3,2 % 9,3 %
C2 9,3 % 2,7 %
C3 2,1 % 7,4 %
D 16,7 % -

Innerhalb des Düsseldorfer Zentrums wurden nach Analyse von 80 Familien nur 12 Muta-

tionen gefunden. Der Grund hierfür besteht darin, daß es sich bei den betreffenden Familien

überwiegend um sogenannte “low-risk”-Familien handelt, d. h. Familien, die der Gruppe C

angehören (siehe Tabelle 10.2).

Die Analyse aller im Rahmen der Studie untersuchten Familien führte zu einem weiteren

interessanten Ergebnis. Es konnte gezeigt werden, daß bestimmte Polymorphismen des

BRCA1 Gens in einem Cluster auftreten. Dieses Cluster erstreckt sich über den Bereich von

Nukleotid 2201 im Exon 11 bis in den Intonbereich 16, und umfaßt damit etwa 22% des

gesamten Gens und über 60% des translatierten Bereichs. Tritt dieser Polymorphismus bei

einer Patientin homozygot bzw. heterozygot auf, so trifft dies auch für alle anderen Polymor-

phismen des Clusters zu. Eine Bedeutung dieses Clusters wird im Zusammenhang mit einem

prädisponierendem Effekt bei Expression des Allels mit dem Polymorphismus näher erläutert

(vgl. Abschnitt 4.2.3). Vier der im Cluster vorkommenden Polymorphismen haben einen

Aminosäureaustausch zur Folge. Zwei dieser Polymorphismen liegen im Exon 11, in einem

für die Interaktion zu RAD51 (Scully et al., 1997a) verantwortlichen Bereich. Eine Konforma-

tionsänderung dieses Bereichs und eine dadurch veränderte Interaktion zu RAD51 könnte die

Funktion des BRCA1 Gens in der DNA Reparatur also durchaus beeinflussen.

4.2. Das sporadische Mamma- und/oder Ovarialkarzinom

Im Gegensatz zu den klaren Genotyp-Phenotyp Korrelationen des BRCA1 Gens in Familien

mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomsyndrom ist die Bedeutung des Gens bei der Entste-

hung und Progression des sporadischen Mamma -und/oder Ovarialkarzinoms noch weitge-

hend ungeklärt. Dabei ist der Anteil der sporadischen Mamma -und/oder Ovarialkarzinome

mit 75% wesentlich höher als der der familiären Karzinome.
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BRCA1 kodiert für ein Protein, das beteiligt ist an Mechanismen der DNA Reparatur und der

homologen Rekombination, (Scully et al, 1997a und b, Thomas et al., 1997), der embryo-

nalen Proliferation , der Transkriptionsregulation (Chapman and Verma, 1996, Scully et al.,

1997) und der Ubiquitinierung (Jensen et al., 1998). Bedingt durch seine Multifunktionalität

unterliegt es einer sehr komplexen Regulation. BRCA1 wird am stärksten exprimiert in schnell

teilenden, differenzierenden Geweben, wie z.B. während der Proliferation und der Differen-

zierung des Brustepithels (Rajan et al, 1996).

Als Tumorsuppressorgen wird BRCA1 entsprechend dem “Zwei-Schritt”-Modell von Knudson

(1971) durch eine Mutation des ersten Allels und den Verlust des zweiten Allels inaktiviert.

Während dies für die Inaktivierung von BRCA1 in familiären Mamma- und/oder Ovarialkar-

zinomen belegt ist (Niederacher et al., 1998), trifft dieses Modell in sporadischen Mamma-

und/oder Ovarialkarzinomen nicht zu. Durch LOH Analysen konnte in bis zu 43% der unter-

suchten Mamma- und Ovarialkarzinome ein Allelverlust mittels der drei intragenischen Mikro-

satelliten-Marker D17S855, D17S1322 und D17S1323 festgestellt werden (vgl. Abschnitt

3.4.1.1), jedoch sind bis heute nur wenige Mutationen des BRCA1 Gens in sporadischen

Karzinomen beschrieben (Futreal et al., 1994, Merajver et al., 1995, Langston et al., 1996).

Möglicherweise ist bei den sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen das “Zwei-Schritt”-

Modell von Knudson nicht umfassend genug, um die Inaktivierung von BRCA1 zu erklären.

Die Inaktivierung des BRCA1 Gens kann auch die Folge anderer Wirkungsmechanismen

sein. Da BRCA1 einer sehr komplexen Regulation unterliegt, besteht z. B. die Möglichkeit,

daß Defekte in cis- und/oder transregulatorischen Elementen eine reduzierte BRCA1 Expres-

sion zur Folge haben.

4.2.1. BRCA1-Expressionsanalysen

Es konnte nachgewiesen werden, daß die BRCA1 Expression in den meisten sporadischen

fortgeschrittenen (Grade III) duktalen Mammakarzinomen reduziert ist oder völlig fehlt (Wilson

et al., 1999). Auch für sporadische Ovarialkarzinome konnte der Nachweis für eine reduzierte

BRCA1 Expression erbracht werden (Zheng et al., 2000). Epigenetische Mechanismen, wie

z. B. aberrante Cytosin-Hypermethylierung der Promotor Region kann zu einer Reduktion der

Expression führen. Eine reduzierte Expression des BRCA1 Gens in Folge von Hypermethylie-

rung des Pormotors konnte sowohl für sporadische Mammakarzinome (Mancini et al., 1998;

Rice et al., 1998; Bianco et al., 2000) als auch für sporadische Ovarialkarzinome (Catteau et

al., 1999) gezeigt werden. Der Schwachpunkt dieser Studien besteht darin, daß meist nur
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Zellinien oder geringe Probenkollektive von Tumoren untersucht wurden. Angaben über die

Expression im Normalgewebe fehlen meist ganz oder werden auf die Expression in einer

Normal-Zellinie reduziert (Özcelik et al., 1998).

In dieser Arbeit wird erstmals die BRCA1 Expression in einem Kollektiv von 98 sporadischen

Mammakarzinomen und 52 dazu passenden Normalgeweben sowie 26 sporadischen

Ovarialkarzinomen untersucht. Zu den Ovarialkarzinomen stand kein Normalgewebe zu Ver-

gleichszwecken zur Verfügung.

Die Quantifizierung der RNA Transkripte erfolgt mittels quantitativer RT-PCR. Der Vorteil

dieser Methode gegenüber dem klassischen Northern-Blot besteht darin, daß nur sehr

geringe Mengen RNA benötigt werden. Der Einsatz Cy5-markierter Primer ermöglicht den

Nachweis der PCR Produkte auf einem A.L.F. Sequenzer, der auf Grund seiner Sensitivität

schon geringste Mengen nachweisen kann. Die quantitative RT-PCR beruht auf der simul-

tanen Koamplifikation eines Zielgens und eines Referenzgens. Im Fall von BRCA1 und p21

wurde GAPDH als Referenzgen gewählt. Dieses Gen wird ubiquitär in jedem Gewebe gleich

stark exprimiert (Wong et al., 1994, Taylor et al., 1994). Ein Problem bei der Verwendung der

ausgewählten Primer für die Untersuchung des Referenz Gens GAPDH besteht darin, daß im

Genom ein GAPDH-Pseudogen existiert, das keine Introns enthält. Nach PCR-Amplifikation

könnte daher durch DNA Amplifikation eine Bande entstehen, die nicht von der zu untersu-

chenden cDNA unterscheidbar ist. Um diese Kontamination mit genomischer DNA auszu-

schließen, werden alle cDNA Proben mit einer ß-Actin PCR überprüft. Diese ß-Actin Primer

sind so gewählt, daß sie in zwei Exonbereichen liegen, die einen Intronbereich umspannen.

Bei einer DNA-Kontamination der cDNA enthält man auf diese Weise zusätzlich ein größeres

PCR Fragment.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Veröffentlichungen zeigte sich in den 52 paar-

weisen Normal-und Tumorgeweben keine signifikant reduzierte BRCA1 Expression in den

Tumoren (p=0,77). In 21 Fällen (40%) zeigten Normal- und Tumorgewebe annähernd die

gleiche Expression (+/- 15%). In 13 Tumoren (25%) war die Expression höher, in drei

Tumoren war die Expression sogar überdurchschnittlich hoch, während in 18 Tumoren (35%)

die BRCA1 Expression niedriger war als in den dazugehörigen Normalgeweben. Man kann

die Vermutung äußern, daß in Tumoren mit reduzierter BRCA1 Expression nur z. T. eine

Hypermethylierung des Promotors vorliegt, da eine Hypermethylierung des BRCA1 Promo-

tors in der Literatur in nur bis zu 16% der untersuchten Karzinome gezeigt wurde (Mancini et
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al., 1998; Rice et al., 1998; Bianco et al., 2000). Vergleicht man die absoluten Expressions-

werte in Tumor- und Normalgeweben, so erkennt man, daß hohe Expressionswerte (>0.25)

häufiger in Normalgeweben (29%) als in Tumorgeweben (18%) auftreten. Eine mögliche

Erklärung hierfür besteht darin, daß nicht nur eine Reduktion der BRCA1 Expression zur

Inaktivierung führt, sondern daß ein BRCA1 Funktionsverlust auch darauf zurückzuführen

sein könnte, daß eine Induktion der Expression in Situationen, in denen physiologisch höhere

BRCA1 Konzentrationen benötigt werden, gehemmt wird. Dies spricht allerdings eher für eine

BRCA1 Inaktivierung auf Grund von Defekten in transregulatorischen Faktoren als für eine

Inaktivierung von BRCA1 durch Mutationen oder Hypermethylierung. Für die BRCA1 Expres-

sion in den Ovarialkarzinomen zeigte sich eine annähernd gleiche Verteilung wie bei den

Mammakarzinomen. Aufgrund der fehlenden Normalgewebe läßt sich kein direkter Vergleich

der BRCA1 Genexpression in Normal-und Tumorgewebe erstellen.

Um den Einfluß des hemizygoten Allelverlustes des BRCA1 Gens auf die Expression zu

untersuchen, wurden LOH-Analysen mittels der drei intragenischen Mikrosatellitenmarker

D17S855, D17S1322 und D17S1323 durchgeführt. Obwohl der Allelverlust sowohl in den

Mamma- als auch in den Ovarialkarzinomen ein häufiges Phänomen ist (30-43%), läßt sich in

beiden Fällen keine statistisch signifikante Korrelation zwischen LOH BRCA1 und verringerter

BRCA1 Expression feststellen (p=0,28 bzw. 0,87). LOH BRCA1 trat häufiger in der Gruppe

mit reduzierter BRCA1 Expression (9 von 14 informativen Fällen) auf als in der Gruppe mit

erhöhter BRCA1 Expression im Tumor (6 von 15 informativen Fällen). Jedoch trat der LOH

BRCA1 auch in Tumoren mit gleicher Expression wie im Normalgewebe auf (7 von 21

informativen Fällen). Diese Ergebnisse deuten nicht darauf hin, daß der Allelverlust eine

reduzierte BRCA1 Expression in sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen zur Folge

hat, oder sich durch den LOH cis-regulatorische Mutationen auf das Expressionsniveau

auswirken können.

Die reduzierte BRCA1 Expression kann in sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen

nicht auf Mutationen des Gens zurückgeführt werden. Es stellt sich daher die Frage, ob die

Ursache für eine verringerte Expression in einer veränderten Aktivität des Promotors liegt.

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurde ein Teil des BRCA1 Promotors aus DNA von

Tumoren unterschiedlicher Expression (Tumorgewebe 38T und 262T; relative BRCA1

Expression: 1,26 bzw. 0,02) amplifiziert und in den Expressionsvektor pGL2basic kloniert.

Durch den Einsatz dieses Vektorsystems kann man die Aktivität des Promotors in einem

Luziferase-Assay bestimmen.
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Das BRCA1 Gen verfügt über zwei Promotoren, α und β. Daraus resultieren zwei verschie-

dene BRCA1 Transkripte, die sich in ihrem 1. Exon voneinander unterscheiden. Weder der

Promotor α noch der Promotor β enthalten klassische “estrogen responsiv lements” (ERE: 5´-

GGTCANNNTGACC-3´). Im BRCA1 Promotor β konnte eine alternative ERE-Sequenz nach-

gewiesen werden (5´-GGTCA(N)3TGGTC(N) 9TGACC-3´). Die Sequenzhomologie-Suche mit

dem Promotor α offenbarte eine mögliche “AP1 Site”, an welche die Proto-Onkogen Produkte

c-Fos und c-Jun binden und Östrogeneffekte vermitteln können (Barker et al, 1996).

Die beiden untersuchten Promotoren zeigen keinen Unterschied bzgl. ihrer Aktivität. Die

Kotransfektion von ER α bewirkt in beiden Fällen einen leichten Anstieg der Aktivität. Im

Tumorgewebe 38T wurde ein LOH in BRCA1 nachgewiesen. Im Tumorgewebe kann der

Verlust des Wildtypallels nachgewiesen werden, während das Allel mit dem Polymorphismus

exprimiert wird (siehe Abschnitt 3.4.4.2). Durch diesen Versuch wird somit die Aktivität des

Promotors des Allels mit dem Polymorphismus bestimmt. Das Tumormaterial 262T ist bezüg-

lich der beiden Allele (WT und Polymorphismus) heterozygot. Da kein LOH nachweisbar ist,

werden die Promotoren beider Allele (der Promotor des Wildtypallels sowie der Promotor

desAllels mit dem Polymorphismus) kloniert. Wird im Rahmen dieses Versuchs im Luziferase

Assay die Aktivität des Promotors des Allels mit dem Polymorphismus gemessen, so ist dies

die Erklärung dafür, daß keine Abweichung zur Aktivität des Promotors 38T besteht. Das

Resultat einer Analyse des Promotors des Wildtypallels ist ggf. eine veränderte Promotor-

aktivität. Um dieses Ergebnis zu bestätigen, müßte eine Analyse diverser anderer Klone

durchgeführt werden.

Ein anderer Erklärungsansatz für dieses Ergebnis besteht darin, daß eine reduzierte BRCA1

Expression aufgrund veränderter Promotoraktivität nicht als Mechanismus der Inaktivierung

des BRCA1 Gens in Frage kommt.

4.2.2. p21-Expressionsanalysen

Auch die Expression des Zellzyklusinhibitors p21 wurde nach den oben beschriebenen

Kriterien (siehe Abschnitt 4.2.1) mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Nach Optimierung

der Primer- und Nukleotid-Konzentrationen sowie der Zyklenzahl stellte sich jedoch heraus,

daß die Mengen an RNA von p21 und GAPDH so stark variierten, daß eine gleichzeitige

Quantifizierung auf dem A.L.F.-Sequenzer nicht möglich war. Der Cy5-markierte 5´-Primer

von GAPDH wurde im Verhältnis 1:8 mit unmarkiertem 5´- Primer gemischt, um die Intensität
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des GAPDH-Signals an die des p21 Signals anzupassen. Dabei ist darauf zu achten, daß die

PCR noch im linearen Amplifikationsbereich ist.

Die Expression von p21 wurde in dem gleichen Probenkollektiv von Mamma- und Ovarial-

karzinomen bestimmt, um einen Zusammenhang zwischen BRCA1- und p21-Expression zu

überprüfen. Ectopisches BRCA1 aktiviert Promotoren, die ”p53 responsible”-Elemente ent-

halten (Ouchi et al., 1998). Somasundaram et al. (1997) zeigten durch in vitro Experimente,

daß eine 50 bp Region im p21 Promotor (143-93 bp upstream des Transkriptionsinitiations-

punkts) für eine BRCA1 abhängige Transaktivierung verantwortlich ist. Diese Transkriptions-

aktivierung von p21 durch BRCA1 ist unabhängig von p53. BRCA1 kann demnach die

Transkription anderer Gene sowohl p53-abhängig als auch p53-unabhängig aktivieren.

Die p21 Expressionsanalysen in den sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen ergaben

eine ähnliche Verteilung in die Gruppen mit niedriger, mittlerer und hoher Expression, wobei

die relativen Werte jedoch insgesamt höher waren als die der BRCA1 Expression. In den

Mammakarzinomen konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der p21 und der

BRCA1 Expression in den untersuchten Tumoren gezeigt werden (p=0,016). Diese Tatsache

spricht für eine direkte, p53 unabhängige Aktivierung der p21 Transkription durch BRCA1. In

Abbildung 4.1 ist ein möglicher Einfluß von BRCA1 Einfluß auf die Zellzykluskontrolle verein-

facht dargestellt. In hohen Konzentrationen bindet p21 an den Komplex aus Cyclin und CDK4

und inhibiert so die Kinaseaktivität. Dies resultiert in einem G1-S-Arrest der Zelle (LaBaer et

al., 1997). Ist die p21 Konzentration in Folge reduzierter BRCA1 Expression verringert, so

führt dies zu einer Aufhebung des G1-S-Arrests und begünstigt die Zellproliferation. In vivo

spielen viele weitere Faktoren eine Rolle bei der Zellzykluskontrolle und der DNA Reparatur.

In Mäuse-Embryonen wurde gezeigt, daß reduzierte BRCA1 Expression zu einer reduzierten

mdm2 Expression und damit zu einer erhöhten p53-und p21-Expression führt (Hakem et al.,

1997). Möglicherweise läßt sich dieses widersprüchliche Ergebnis auf Species-spezifische

Funktionen von BRCA1 zurückführen.
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Abb. 4.1: Vereinfachtes Modell der Wirkungsweise von BRCA1 auf p21. Wildtyp BRCA1 aktiviert die
Transkription des Zellzyklusinhibitors p21, was durch Hemmung des Komplexes aus Cyclin und CDK4
in einem G1-S-Arrest der Zelle resultiert. Niedrige p21 Konzentrationen infolge von inaktiviertem
BRCA1 führen zu einer Aufhebung des G1-S-Arrest der Zelle.

4.2.3. Allelspezifische Expression in Normal- und Tumorgewebe

Durch eine allelspezifische Expression kann die Expression eines Gens ebenfalls kontrolliert

werden. Bekannt ist dieser Mechanismus vom sog. Imprinting, bei dem ganz spezifisch die

Expression einer Allelkopie des Gens unterdrückt wird. Dabei kann es sich um das mütter-

liche (maternales Imprinting) oder das väterliche Allel (paternales Imprinting) handeln. Der

genaue Funktionsmechanismus ist noch nicht geklärt. Anscheinend spielt die spezifische

Methylierung eines Allels beim genetischen Imprinting eine Rolle. Es ist jedoch nicht sicher,

ob die Methylierung primär an dem Mechanismus des Imprinting beteiligt ist oder nur eine

sekundäre Rolle spielt (Gold and Pedersen, 1994). Fehlerhaftes Imprinting ist oft assoziiert

mit Krankheiten, die sich durch Störungen im Zellwachstum, der Entwicklung und des Ver-

haltens äußern, wie z. B. der familiäre Wilms Tumor (Breslow et al., 1996) oder das Prader-

Willi-Syndrom (Saitosh and Wada, 1994).

Für BRCA1 wurde bereits mit Hilfe der RFLP-Analyse eine allelspezifische Expression nach-

gewiesen (Özcelik et al., 1998). Untersucht wurde dazu der Polymorphismus C4227T im

Exon 13 des BRCA1 Gens, der in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms EarI liegt.

Die Wildtypsequenz kann von dem Enzym geschnitten werden, nicht jedoch die Sequenz mit

dem Polymorphismus. Mit Hilfe dieses Polymorphismus sollten die Allelotypen bei

Brustkrebspatientinnen und in einem Kontrollkollektiv gesunder Frauen über 55 Jahren ohne

GG22

cdk4cdk4

BRCA1BRCA1

GG11 SS

MM

p21p21

BRCA1 wildtypeBRCA1 Wildtyp

GG00

BRCA1 inaktiviert
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familiäre Prädisposition für Mamma- und Ovarialkarzinome bestimmt, und bei heterozygoten

Patienten die allelspezifische Expression untersucht werden. Die Analyse dieses Polymor-

phismus ist deshalb sehr aufschlußreich, weil er sich in dem unter Abschnitt 4.1.2 beschrie-

benen Polymorphismencluster befindet. Es kann daher eine Aussage bezüglich der expri-

mierten Allelsequenz von über 60% des translatierten Bereichs getroffen werden.

Zunächst wurde die Verteilung der beiden Allelotypen in der DNA von 98 Brustkrebspatien-

tinnen und dem Kontrollkollektiv untersucht. Dabei stellte sich heraus, daß das Allel mit dem

Polymorphismus (A2) sowohl heterozygot (A1/A2) als auch homozygot (A2/A2) häufiger bei

den Brustkrebspatientinnen vorlag als in der Kontrollgruppe, obschon diese Verteilung der

Allele A1 und A2 nicht hoch signifikant war (p=0,07). Es wurde daher untersucht, ob bei

heterozygoten Brustkrebspatientinnen ein bestimmtes Allel bevorzugt exprimiert wird. Es

wurden RFLP Analysen mit der cDNA aus Normal-und Tumormaterial durchgeführt um fest-

zustellen, welches Allel tatsächlich in RNA translatiert wird. Die zuvor durchgeführten LOH

Analysen stellten sicher, daß potentiell beide Allele exprimiert werden können. Dabei zeigte

sich, daß tatsächlich ein Unterschied in der Expression der beiden Allele in Normal- und

Tumormaterial existiert. In 7 Fällen konnte eindeutig gezeigt werden, daß im Normalgewebe

noch beide Allele bzw. nur das Wildtypallel exprimiert wurden, während im Tumorgewebe nur

das Allel mit dem Polymorphismus exprimiert wurde. In 9 Fällen wurde im Tumorgewebe

überwiegend das Allel mit dem Polymorphismus (A2) exprimiert. Das schwache Signal des

Wildtypallels könnte auf geringe Mengen von Wildtypmaterial im heterogenen Tumormaterial

zurückzuführen sein. Bei 6 Patientinnen war die Expression beider Allele im Normal-und

Tumorgewebe annähernd gleich. Auch in diesen Fällen könnte das Wildtypsignal auf

Normalgewebeanteile im Tumormaterial zurückgeführt werden. Möglicherweise spiegeln

diese drei Gruppen wieder, daß es Tumormaterial ohne und mit unterschiedlich hohen Antei-

len an Normalgeweben gibt. Eine genaue Auskunft darüber erhielte man bei Verwendung von

mikrodissektiertem Tumormaterial. Auffällig war, daß keine Patientin im Normalgewebe nur

das Allel A2 exprimierte oder im Tumorgewebe nur das Wildtypallel. Um auszuschließen, daß

die Signale des Allels A2 auf einen unvollständigen Restriktionsverdau zurückzuführen sind,

wurden Stichproben der cDNA sequenziert. Diese Sequenzierungen bestätigten die Ergeb-

nisse der RFLP Analyse.

In einem zweiten Versuch wurden auch heterozygote Patientinnen mit LOH auf die Allelver-

teilung in der cDNA untersucht. Dabei stellte es sich heraus, daß bei 6 Patientinnen im

Tumormaterial das Allel mit dem Polymorphismus erhalten blieb, während nur eine Patientin
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dieses Allel durch LOH verloren hatte. In drei Fällen waren im Tumormaterial noch beide

Allele nachweisbar, was aber gleichfalls durch Normalgewebe im Tumormaterial zu erklären

ist.

Diese Versuche zeigen eindrucksvoll, daß in Tumorgeweben die Expression des Allels mit

Polymorphismus (A2) überwiegt, während in Normalgeweben das Wildtypallel (A1) verstärkt

exprimiert wird. Die Anzahl der untersuchten Proben war stark eingeschränkt, da es sehr

schwierig ist, aus dem ursprünglichen Probenkollektiv eine große Anzahl aussagekräftiger

Proben zu erhalten: Zunächst muß Normal- und Tumorgewebe von der gleichen Patientin

vorhanden sein. Nur ca. 50% dieser Patientinnen ist heterozygot für die Polymorphismen.

Von diesen wiederum haben nur etwa 60% keinen LOH BRCA1. Man kann also nur ca. 30%

eines Ausgangsprobenkollektivs auf diese allelspezifische Expression untersuchen.

Trotz der geringen Probenzahl geben diese Ergebnisse einen Hinweis darauf, daß die

allelspezifische Expression in Kombination mit der Expression des Allels mit Polymorphismus

(A2) im Tumorgewebe möglicherweise einen prädisponierenden Effekt bei der Entstehung

sporadischer Mammakarzinome hat. Dieser prädisponierende Effekt wird noch dadurch ver-

stärkt, daß mit der RFLP-Analyse nicht nur ein Polymorphismus, sondern das gesamte

Cluster analysiert wurde. Wie bereits dargestellt erstreckt sich dieses Cluster über 60% des

translatierten Bereichs des BRCA1 Gens. Vier dieser Polymorphismen haben einen

Aminosäureaustausch zur Folge, wovon zwei in dem Bereich liegen, der für die Interaktion

mit RAD51 verantwortlich ist (Scully et al., 1997a). Möglicherweise führt eine Konforma-

tionsänderung in diesem Bereich zu einer gestörten Interaktion mit RAD51 und somit zu einer

gestörten Funktion von BRCA1 in der DNA Reparatur. Bei den sporadischen Ovarialkar-

zinomen konnte diese Analyse auf Grund der kleinen Probenzahl und der fehlenden Normal-

gewebe nicht durchgeführt werden.

In hereditären Mamma- und Ovarialkarzinomen haben Mutationen des BRCA1 Gens einen

prädisponierenden Effekt. In sporadischen Mamma- und Ovarialkarzinomen besteht die Mög-

lichkeit, daß die allelspezifische Expression des Allels mit dem Polymorphismus (A2) mit

niedriger Penetranz an der Progression des Karzinoms beteiligt ist. Es ist derzeit noch nicht

geklärt, welcher Mechanismus dieser allelspezifischen Expression zu Grunde liegt. Außer-

dem ist umstritten, daß Polymorphismen einen Einfluß auf die Tumorentstehung haben, da

sie auch bei völlig gesunden Personen mit hoher Frequenz vorkommen. Dennoch geben die
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hier beobachteten Ergebnisse einen Anstoß, über die Bedeutung der Polymorphismen im

Rahmen der Tumorentstehung nachzudenken.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Bei den Brustkrebsgenen BRCA1 und BRCA2 handelt es sich um für Mammakarzinome prä-

disponierende Gene. Durch genetische Veränderungen dieser beiden Gene können etwa 5-

10% der familiär gehäuft auftretenden Brustkrebserkrankungen erklärt werden.

Die direkte DNA-Sequenzierung gilt als die sensitivste Methode in der Gendiagnostik zum

Nachweis von Mutationen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Strategie zur Automati-

sierung der PCR sowie der Sequenzierreaktion zur Analyse des BRCA2 Gens entwickelt. Die

Etablierung BRCA2-spezifischer Primer mit einem M13-Tag ermöglicht die parallele Analyse

aller Fragmente unter einer einheitlichen Reaktionsbedingung. Durch die Automatisierung

gelang es, die Anforderungen einer diagnostischen Methode bzgl. Minimierung manueller

Fehlermöglichkeiten, Reproduzierbarkeit und Dokumentationsmöglichkeit bei gleichzeitig

hohem Probendurchsatz zu erfüllen.

Um die Dauer der Analyse zu verkürzen, werden Vorscreeningmethoden durchgeführt. Im

Rahmen dieser Arbeit wurde die denaturierende Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie

(DHPLC) als Vorscreeningmethode für die Analyse der Gene BRCA1 und BRCA2 etabliert.

Durch Optimierung der Analysebedingungen (Temperatur und Gradient; Einsatz einer Taq

Polymerase mit 3´-5´-Exonukleaseaktivität; Einsatz psoralenmodifizierter Primer in „high-

melting domains“) und Automatisierung konnte mit Hilfe von über 200 Positivkontrollen eine

Sensitivität der Methode von 98% erzielt werden.

Durch Analyse von 54 DNA Proben mittels DHPLC Analyse und direkter DNA-Sequenzierung

konnten zwei Mutationen und drei „unclassified variants“ im BRCA2 Gen, sowie eine Reihe

von Sequenzpolymorphismen in den Genen BRCA1 und BRCA2 detektiert werden.

Auch beim Einsatz der DHPLC zur Mutationsanalyse in Karzinomgeweben, in denen der

Anteil des mutierten Allels auf Grund der Heterogenität des Materials stark reduziert sein

kann, konnte im Rahmen dieser Arbeit durch Optimierung der Analyse des TP53 Gens eine

hohe Sensitivität dieser Methode erzielt werden.

Im Gegensatz zu den klaren Genotyp-Phenotyp Korrelationen des BRCA1 Gens in Familien

mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomsyndrom ist die Bedeutung des Gens bei der Entste-

hung und Progression des sporadischen Mamma -und/oder Ovarialkarzinoms noch weitge-

hend ungeklärt. Durch LOH Analysen konnte in bis zu 43% der untersuchten Mamma- und
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Ovarialkarzinome ein Allelverlust mittels der drei intragenischen Mikrosatelliten-Marker

D17S855, D17S1322 und D17S1323 festgestellt werden; jedoch sind bis heute nur wenige

Mutationen des BRCA1 Gens in sporadischen Karzinomen beschrieben. Alternative Inaktivie-

rungsmechanismen müssen daher von Bedeutung sein. Die Analyse der BRCA1 Expression

in 52 paarweisen Mammakarzinomen und Normalgeweben zeigte keine signifikant reduzierte

BRCA1 Expression in den Tumoren (p=0,77). Eine Inaktivierung des BRCA1 Gens durch

reduzierte Expression (z. B. in Folge der Methylierung des Promotorbereichs) kann nur

begrenzt zutreffen. Es konnte jedoch eine allelspezifische Expression der beiden Allele (A1 =

Wildtyp, A2 = Polymorphismus) in Mammakarzinomen und Normalgeweben nachgewiesen

werden. Im Zusammenhang mit dem für BRCA1 beschriebenen Polymorphismencluster

könnte die Expression des Allels mit dem Polymorphismus (A2) einen prädisponierenden

Effekt in der Tumorentstehung haben.

Die Funktion von BRCA1 in der Zelle ist multifunktional. Das Protein ist an Mechanismen der

DNA Reparatur und der homologen Rekombination, der embryonalen Proliferation, der

Transkriptionsregulation und der Ubiquitinierung beteiligt. Der hier durchgeführte Nachweis

einer statistisch signifikanten Korrelation zwischen BRCA1 und p21 Expression in Mamma-

karzinomen (p=0.008) bestätigt eine BRCA1 abhängige Expression des Zellzyklusinhibitors

p21 und eine Funktion von BRCA1 in der Zellzyklus-Kontrolle.
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7. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

A Adenin

A.L.F. „Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer“

Abb. Abbildung

APS Amoniumpersulfat

Aqua dest. destilliertes Wasser

AS Aminosäure

BIC „Breast Cancer Information Core“

bp Basenpaare

bzgl. bezüglich

bzw. beziehungsweise

BRCA „breast cancer gene“

C Cytosin

ca. circa

Cd Codon

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure

°C Grad Celsius

dATP desoxyadenintriphosphat

dCTP desoxycytosintriphosphat

del Deletion

dGTP desoxyguanintriphosphat

d. h. das heißt

DHPLC „denaturing high performance liquid chromatography“

DNA Desoxyribonukleinsäure

ds Doppelstrang

dTTP desoxythymintriphosphat

Dupl. Duplikation

E Östrogen

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMD „enzymatic mutation detection“

ER Östrogenrezeptor

et al. und andere

evtl. eventuell

FCS fötales Kälberserum

G Guanin
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ggf. gegebenenfalls

i. a. im allgemeinen

kb Kilo Basen

kDa Kilo Dalton

LOH „loss of heterozygosity“

MaCa Mammacarzinom

max. maximal

min. Minute

ml Milliliter

mt mutant

µm Micrometer

n Anzahl

nm Nanometer

NT Nukleotid

o. g. obengenannt

p Wahrscheinlichkeit

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung

PCR „polymerase chain reaction“

PgR Progesteronrezeptor

PIC „percentage of informative cases“

PTT „protein truncation test“

Q Allelverhältnis

RAL Raloxifen

RFLP „restriction fragment lengh polymorphism“

RNA Ribonukleinsäure

rpm „rounds per minute“

sec Sekunde

sog. sogenannt

SNP „single nucleotid polymorphism“

ss Einzelstrang

SSCP „single strand conformation polymorphism“

Std Stunde

T Thymin

Taq Taq-Polymerase

TAM Tamoxifen
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TBE Tris/Borat/EDTA

TEAA Tetraethylamoniumacetat

TSG Tumorsuppressorben

U Unit

u. a. unter anderem; und andere

UV ultraviolett

UV „unclassified variant“

WT Wildtyp

z. B. zum Beispiel
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10. ANHANG

10.1. Patientendaten

Tab.10.1: Klinische Daten der Patienten mit einem sporadischen Mammakarzinom

(T: Tumorgröße; N: Nodalstatus; M: Metastasen; ER: Östrogenrezeptor; PgR: Progesteronrezeptor)

lfd. Nr. Erkran-
kungsalter

T N M Grading Histologie ER PgR

0=unkn. 0=unkn. 0=unkn. 0=unkn 0=ukn. 0=ukn.
1=<2cm 1=neg. 1=neg 1=1 1=neg 1=neg
2=2-5cm 2=pos. 2=pos 2=2 2=pos 2=pos
3=>5cm 3=3

1 42 1 1 1 2 ductal, dcis 2 2
2 69 3 2 1 0 lobular 2 1
3 48 3 2 2 2 ductal 0 0
4 53 1 1 1 2 ductal, tubul. 2 2
5 48 2 2 2 3 ductal 1 1
8 61 2 2 1 2 ductal 0 0
14 56 2 1 1 3 ductal 1 1
15 43 2 2 2 2 lobular 1 2
16 42 2 1 1 3 ductal 1 1
17 41 1 1 1 2 ductal 2 2
18 54 2 2 2 3 ductal 1 1
19 74 2 0 0 2 mucininous 2 2
20 83 1 2 0 2 ductal 2 2
21 49 1 1 1 2 ductal 1 2
23 41 1 1 1 3 ductal 2 2
24 82 2 2 1 0 lobular 2 2
25 69 2 2 1 3 lobular 2 2
26 47 1 2 1 2 ductal 2 2
30 80 1 1 1 2 ductal 2 1
31 44 3 2 2 3 ductal 2 2
34 73 2 2 1 2 ductal 2 1
37 45 2 2 1 3 ductal 1 2
38 53 2 1 1 2 ductal 1 1
39 2 2 0 2 ductal 2 2
45 55 1 1 1 2 ductal 2 2
47 52 2 2 1 3 lobular 2 2
48 45 1 1 1 2 ductal 2 2
49 83 3 2 1 2 ductal 0 0
70 55 3 2 1 2 ductal 1 1
71 62 2 1 1 2 lobular 2 2
72 1 2 0 3 ductal 1 1
74 53 2 1 1 2 ductal 2 2
75 81 1 1 1 1 lobular 1 1
81 68 1 2 1 3 ductal 2 2
82 76 2 2 2 3 ductal 1 2

218 63 1 1 1 1 ductal 2 2
219 52 1 1 1 1 ductal 2 1
220 54 2 1 1 0 lobular 2 2
222 50 2 1 1 1 tubular 1 1
223 59 1 2 1 2 ductal 2 2
229 37 2 2 2 2 ductal 1 1
236 40 3 0 2 3 ductal 0 0
244 40 2 1 1 3 ductal 1 2
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lfd. Nr. Erkran-
kungsalter

T N M Grading Histologie ER PgR

248 46 2 2 1 3 medullar 1 1
251 37 2 0 2 2 ductal 1 1
252 49 1 2 1 3 ductal 2 2
253 77 2 2 0 0 lobular 2 2
254 57 3 2 0 3 0 0
255 ? 3 0 0 3 0 0 0
256 85 1 1 1 2 lobular 0 0
258 72 1 2 1 1 ductal 2 2
259 81 2 1 1 2 duct./lobul. 2 2
260 40 M. Paget
261 68 1 1 1 2 lobular 2 2
262 67 1 1 1 1 ductal 2 1
263 75 3 2 0 0 ductal 2 2
264 ? 0 0 0 0 0 0
266 53 0 2 1 0 lobular 2 2
267 48 2 2 1 0 lobular 2 1
268 57 2 2 0 2 ductal 2 2
269 38 2 2 1 3 ductal 1 1
271 55 1 1 0 2+3 ductal 1 1
277 60 1 1 1 2 ductal 1 1
281 63 2 1 0 2 lobular 1 1
286 ? 0 0 0 0 0 0
287 40 2 1 1 2 duct, tubul. 2 2
317 81 3 1 1 3 ductal 1 1
322 57 0 0 0 0 0 0
329 47 2 1 1 2 ductal 2 2
331 56 2 2 1 2 ductal 2 2
333 56 1 1 1 3 medullar 1 1
335 ? 0 0 0 0 0 0
336 ? 0 0 0 0 0 0
340 39 2 1 1 3 adenom. 1 1
343 55 2 1 0 1 duc.,lob,tub. 2 2
344 57 2 1 1 2 ductal,

sclero.Aden.
2 2

345 62 2 1 1 3 lobular 2 0
347 75 2 2 1 0 lobular 2 2
351 49 2 2 1 3 ductal 2 2
352 47 2 1 1 2 ductal 2 2
353 68 1 1 1 3 lobular 1 2
354 60 2 2 1 2 tubular 2 2
355 58 2 2 0 3 microcellul. 2 2
357 53 2 1 1 2 lobular 2 2
359 51 2 1 1 0 lobular 2 2
360 72 1 1 0 2 0 2 2
361 fibrozyst.Mastop
364 70 2 1 1 2 ductal 2 2
365 39 fibrozyst, papilloma
366 61 2 1 1 2 ductal 2 2
368 51 3 2 2 3 lobular 1 1
372 55 1 1 1 0 mucinous 2 2
374 49 2 1 1 2 ductal 0 0
375 42 2 0 1 0 lobular 2 2
377 68 2 1 1 2 ductal 2 1
381 63 2 1 0 2 ductal 1 2
382 58 2 1 1 2+3 ductal 1 2
385 49 2 1 1 2 ductal 2 2
387 61 2 2 1 3 ductal 1 1
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Tab. 10.2: Übersicht über die Karzinomerkrankungen in den untersuchten Familien

(angegeben ist das Lebensalter zum Zeitpunkt der Erkrankung)

Familie Mammakarzinome Ovarialkarzinome Kategorie
23 35 J., 47 J., 50 J., 57 J. A1
33 58 J., 37 J., 66 J., ? J. C1
37 47 J., 50 J., 47 J. beidseits A1
45 71 J., 42 J., 50 J., 52 J. C1
51 27 J, 43 J. A1
57 77 J., 27 J., 62 J. C1
71 35 J., 27 J., 27 J. A1
76 7 MaCas, 3 unter 50 J. A1
83 33 J., 35 J. A1
91 59 J., 62 J., 35 J., 36 J. 59 J., 64 J., 43 J. B

110 49 J., 53 J., 41 J. beidseits 57 J B
176 45 J., 46 J., 50 J. A1
40 55 J., 54 J., 81 J., 35 J. C1
55 52 J., 47 J. C1
56 29 J., 51 J. C1
60 53 J., 46 J., 59 J., 54 J. C1
67 50 J., 49 J. C1
73 59 J., 51 J. C3
75 32 J., 43 J. A1
85 39 J., 37 J. A1
88 48 J., 51 J. C1
41 54 J., 57 J., 70 J. C3
43 59 J., 57 J., 53 J. C3
49 45 J., 49 J., 75 J., 75 J., 59 J.,

68 J., 43 J., ? J.
A1

84 42 J., 44 J., 52 J. A1
89 39 J., ? J. 61 J. B
93 48 J., 50 J C1
94 44 J., ? J. C1

100 31 J., 48 J., 51 J. A1
149 37 J., 46 J., 51 J., 66 J. 62 J. B
3 51 J., 56 J., 45 J., 67 J. B
8 66 J., 70 J. C3
18 37 J., 78 J. C1
27 41 J., 45 J. A1
31 57 J., 45 J. C1
38 42 J., 48 J. A1
44 52 J., 42 J. 61 J. B
52 47 J., 50 J. C1
63 51 J., 62 J. C3
64 57 J., 46 J. C1
66 54 J., 48 J. C1
70 63 J., 38 J. C1
77 40 J. 42 J. B
78 49 J., 54 J. C1
82 44 J., 55 J. C1
95 43 J., 50 J. C1
96 52 J., 61 J., 82 J. C3
98 47 J., 53 J., 29 J. A1
99 2 x männl. MaCa 50 J., 45 J. A2

102 35 J., 37 J. A1
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10.2. Positivkontrollen für BRCA1 und BRCA2

Tab 10.3: BRCA1 Positivkontrollen

Fragment Kontrolle Fragment Kontrolle

2 184 insA 11L A 3667 G

185 delAG 3741 insA

3 243delA G 3780 T

5 T 300 G 3819 delGTAAA

314 delG 3823 delA

G 331+1 T 3875 delGT

IVS5+3 A->G: 309 del22 3875 delGT

6 T 388 C 11M A 4071 G

IVS5-12 A->G A 4158 G

7 442 insA 4184 delTCAA

8 Exon8 -34 C->T 12 4274 ins10

613 insT 4284 delAG

G 628 A C 4302 T

9  Exon9 -63 delT G 4304 A

10 IVS10 +16 C->T 13 C 4341 T

11A 794 delT T 4427 C

A 835 G 14 4512 delA

962 del4bp Cd 1465

11B 962 del4bp 15 4650 delCA

A 1186 G G 4654 T

1246 delA 16 C 4808 G

11C 1459 insG A 4956 G

T 1540 G T 5074 C

11D C 1605 T G 5075 A

C 1653 T 17 5136 delCAC

C 1740 T 5149 delCTAA

C 1806 T A 5172 G

11E 1996 Dupl (TAGT) 18 G 5199 T

11F G 2196 A C 5214 T

C 2201 T 5256 delG

11G T 2430 C IVS17-52 C->T

C 2457 T 19 5296 del4bp

2520 delGT A 5298 T

G 2531 C 20 5382 insC

C 2596 A IVS20+60 ins12

11H C 2731 T IVS20+78 G->A

G 2841 T 21 5433 delT

11I 3222 insT 22 IVS21-6 T->G: delEx22

3228 insT 23 T 5548 G

A 3232 G IVS22-20 T->C

11J A 3310 G 24 C 5622 T

11K 3600 del11bp G 5623 C

3604 delA T 5628 C
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Tab 10.4: BRCA2 Positivkontrollen

Fragment Kontrolle Fragment Kontrolle

2 G 203 A 11J 5547 del24bp
3 A 353 G C 5683 T

G 451 C 11K C 5683 T
4 A 653+67 C 5797 del5bp

5 + 6 G 744 T T 5824 C
T 654-74 C C 5873 A

744+IVS6+1delG  C 5910 G
7 G 810 A  5946/50 delCT
9 928 delT C 5972 T

IVS9+65 delT 11L  5946/50 delCT
10.1 A 1093 C C 5972 T

C 1206 A G 6085 T
C 1239 G C 6092 A

10.2 C 1342 A  6174delT
C 1430 G A 6265 T

1529 del4bp C 6293 G
 C 1570 T C 6328 T
A 1593 G 11M C 6328 T
A 1613 G G 6397 T

10.3 1725 delG 6498 delTA
G 1917 A 11N  6980 insT
2041 delA 13 C 7180 T

IVS10+12 delT 14.2 A 7470 G
11A C 2192 G  A 7470 G; +53 C->T

IVS2138-51 G->T 15 G 7709 A
IVS2138-74 T->C C 7786 T

11B T 2457 C 16  IVS15-116 delTAG
11C A 2719 G Pos. 7986 G->A

C 2765 G 17 IVS16-14 T->C
3034 del4  A 8034 -2G

3036 delACAA C 8034 C
11D A 3058 T 8074 delT

3034 del4 8168 delT
3036 delACAA 18 G 8395 C

A 3058 T A 8396 T
A 3199 G G 8410 A

11E 3243 ins2 20 T 8731 C
A 3624 G 8774 delA
C 3743 T A 8795 C

11F G 3744 A C 8800 T
11G C 4035 T 21 IVS21+16 G->A

G 4186 T 22 IVS21-66 C->T
T 4229 A G9079 A

11H G 4486 T 23 9200 del126
G 4486 T 9237 delTC
 4677 delA 9326 insA

4706 del4bp 24  9481 insA
4782 delA 25 A 9599 T

11J 4821 insA 27.1 A 10204 T
C 5427 T 27.2 T 10479 C

5445 del5bp C 10590 A
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10.3. Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2

Tab. 10.5: Übersicht über die innerhalb des deutschen Konsortiums gefundenen BRCA1 Mutationen

(*eingereicht von Zentren des Deutschen Konsortiums)

Ex Nukleotid Effekt Typ BIC Z # der
Allele

ID Kategorie

2 120A->G M1V MS j K 1 K0268 B
2 185insA 40X FS j W 1 G95457 B
2 185delAG 39X FS j B 2 MDC30,B287 A1,B

H
K

1
2

B958B
K0311,A0024

A1
B,C1

5 300T->G C61G MS j BN 3 BN1,BN18,
BN248

A1,B,
C2

B 1 B233 B
K 3 K0001,K0155;

K0307
A1,A1,
A1

M 1 186 B
U 1 UL5 A1
D 1 86 A1

5 310G->A C64J MS j BN 1 BN157 C1
5 314delG 68X FS j* L 1 107/99 A1
5 IVS5+1G->T 64X Sp j U 1 UL136 D
5 IVS5+3A->G 64X Sp j W

BN
1
1

G95581
BN260

B
B

6 IVS5-12A->G 87X Sp j W 1 G95654 B
6 339C->T Q74X NS j* K 1 A0013 A1
7 448insA 113X FS j W 1 G961205 A1

M 1 251 A1
8 613insT 181X FS j* U 1 UL71 A1
8 624C->T 169X NS j K 1 K03018 A1
11 817-847dupl31bp 247X FS n K 1 K0222 C1
11 962del4 297X FS j K

M
1
1

K108
M256

B
B

11 969ins7bp 288X FS j* U
M

1
1

UL132
M290

B
B

11 1158delCT 348X FS n MS 1 MS248 B
11 1246delA 393X FS j BN 1 BN9 B
11 1458insG 455X FS j* D 1 25 A1
11 1540T->G L474X NS n M 1 129 B
11 1740C->T Q541X NS j* D 1 120 B

MS 1 MS107 A1
H
K

1
1

WB
K0317

B
A1

11 1806C->T Q563X NS j K 2 K0095,A0030 B,B
F 1 F1920 A1
B 1 B119 B

11 1996ins4bp 627X FS j D 1 28 B
11 2072delGAAA 699X FS j BN 1 BN199 D
11 2457C->T Q780X NS j B 1 B7 B

K 2 K0004,K0298 A1,B
MS 3 MS095,271,

187
C2,B,
B

11 2524delTG 808X FS j* U 2 UL180, UL200 A1,B
11 2530delAG 808X FS j U 1 UL154 B
11 2795del4bp 998X FS j K 1 A0022 B
11 2804delAA 901X FS j H

MS
1
1

GB(1)
MS275

B
A1

11 2841G->T E908X NS j U 1 UL135 B
11 3135del4 1022X FS j M 1 208 A1
11 3222insT 1037X FS n MS 1 MS074 B

D 1 72 B
11 3600del11bp 1163X FS j K 2 A003,A005 B,B

W 2 G97211,
G98426

B,
B

M 1 161 B
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Ex Nukleotid Effekt Typ BIC Z # der
Allele

ID Kategorie

11 3604delA 1209X FS j D 1 17 A1
MS 2 MS222, MS268 B,B
W
K

1
1

G981281
K237

B
A1

11 3726C->T R1203X NS j W 1 G99091 B
11 3731delA 1209X FS j K 1 A0029 B
11 3743insA 1218X FS j* BN 1 BN5 B
11 3780G->T E1221X NS j H 1 B1669A B
11 3819del5bp 1242X FS j M 1 145 B

L 1 27/99 B
BN 1 BN150 B
K 2 A0002, K0143 B,C2
D 1 42 A1

11 3823delA 1263X FS n W 1 G981304 A1
11 3875del4 1262X FS j K 1 K0135 B
11 3875delGT 1253X FS n B 1 B250 A1
11 4020delAG 1301X FS j B 1 B193 B
11 4184del4bp 1364X FS j M 1 60 B

U 2 UL56,UL156 A2,B
W 1 G971079 B
B 2 B205,B36 A1,A1
D 1 61 B

12 4274ins10bp 1393X FS n W 1 G970415 B
12 4284delAG 1389X FS j B 1 MDC29 B
12 4302C->T Q1395X NS j K 1 A0001 A1

B 1 B100/MDC42 B

H 1 B2090 A1
U 1 UL139 B

12 4304G->A ?? Sp j K 1 K0119 B
M 1 53 C1
W 1 G95-234 C3

13 4341C->T Q1408X NS j W 1 G971065 A1
U 2 UL207,UL179 A1,A1

13 4419insA 1435X FS j K 1 K0196 A1

15 4652delCA 1519X FS n M 3 3,141, 209 A1,B, A1
MS 1 MS064 A1

16 4808C->G J1563X NS j H 1 B1380A A1
W 1 G971012 B

17 5149del4bp 1678X FS j BN 1 BN91 B
18 5199G->T E1694X NS j M 1 132 A1
18 5256delG 1713X FS j D 1 50 A1
19 IVS18-2delA ?? Sp n K 1 K0220 B
19 5296del4bp 1728X FS j B 1 B52 B
19 5298A->T K1727X NS j BN

K
1
1

BN26
A0026

C2
A1

20 5370C->T R1751X NS j U 1 UL245 C1
20 5382insC

(5385insC)
1829X FS j W 7 G95349,G97285,G956

50,G95780,G96982,G9
745,G970689

5B,2A1

M 8 16,75,77,89,136,169,
245,386

4B,4A1

B 8 B15,B357,B63,B341,B
74,B127,B200,B380

B,6A1,C1

U 4 UL24,UL125, UL228,
UL255

3B,A1

K 6 A0028,K0081,K0102,K
0124,A0025,A0031

4B,2A1

MS 3 MS076,MS315,MS177 B,A1,A1
F 2 F2049,F1843 B,B
H 3 B1536A,B1661A,B173

4A
1B,2A1

20 IVS20+1G>A ?? Sp j* MS 1 MS176 A1
21 5434delT 1792X FS n K 1 K0089 A1
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Ex Nukleotid Effekt Typ BIC Z # der
Allele

ID Kategorie

22 IVS21-36del510 1804X FS j D 1 119 B
22 IVS21-6T->G 1804X Sp n W 1 G970866 B
24 5611delC 1833X FS j* K 1 K003 C1
24 5622C->T R1835X NS j B 4 B3,B59,B101,B29 2A1,2B

M 1 205 B
L 1 L303 A1

Tab. 10.6: Übersicht über die innerhalb des deutschen Konsortiums gefundenen BRCA2 Mutationen

(*eingereicht von Zentren des Deutschen Konsortiums)

Ex Nukleotid Effekt Typ BIC Z # der
Allele

ID Kategorie

2 232delC 24X FS n M 1 215 B
3 399insA 63X FS n K 1 K0284 A1
5 690delAA 157X FS j BN 1 BN196 B

6 744delGG->T see text Sp n BN 1 BN97 C1

6 IVS6+2T->A see text Sp n W/M 1 M296 A1
8 862delAG 213X FS j M 1 286 A1
9 928delT 240X FS j W 1 G96788 A2
10 1529del4bp 458X FS j MS 2 114,281 B,A2

L
M

1
1

183/99
242

A1
B

10 1633delGA 470X FS n MS 1 MS250 A1
10 1727delG 508X FS n W 2 G97918,

G970621
A1,
A1

10 2041insA 615X FS j B 2 MDC31,B231 A1,A2
K
BN

1
1

A0011
BN309

B
B

10 2041delA 613X FS j W 1 GF011/001 B
11 2996insT 935X FS n K 1 K0352 A2
11 3034del4bp 958X FS j W 2 GF057/3,G97256 A1,A1

M 1 180 A1
B 1 B299 A1
H 1 B2792A B

11 3243insTT 1043X FS n W 1 G970390 B
11 3670C->T Q1148X NS n U 1 UL221 B
11 4077del4bp 1283X FS n BN 1 BN262 A1
11 4093del4bp 1289X FS j BN 1 166 A1
11 4677delA 1485X FS j MS 1 127 C1
11 4706del4bp 1502X FS j L 1 176/99 C2

BN 1 BN98 A1
K 1 K0301 B

11 4782delA 1542X FS j* BN 1 BN59 A1
11 4815insA 1533X FS n F 1 F1357 B
11 5343del5bp 1715X FS n B 1 B222 A1
11 5445del5bp 1739X FS j U 1 UL126 B
11 5445del8bp 1739X FS j D 1 176 A1
11 5466insT 1747X FS j U 1 UL107 A1
11 5797del5bp 1858X FS j W 1 ???? A1
11 5873C->A S1882X NS j F

M
1
1

F1965
M195

A1
A1

11 5910C->G J1894X NS j W 2 G95653,GF033 B,B
U 1 UL169 A1

11 5950delCT 1909X FS j BN 1 BN35 A1
U
K

1
1

UL40
K0311

B
A1

11 6092C->A S1955X NS j F 1 F1715 A1
11 6174delT 2003X FS j H 1 B1809A C3
11 6265A->T K2013X NS n W 1 GF053/003 A1
11 6495delGCA->C 2090X FS n K 1 K0223 A1
11 6498delTA 2098X FS j F 2 F1433,2866 A2,C1
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Ex Nukleotid Effekt Typ BIC Z # der
Allele

ID Kategorie

11 6601insA 2128X FS n W 1 G99685 C3

11 6633delCTTAA 2137X FS j D 1 110 B
11 6676insTA 2168X FS n F

M
1
1

F2844
M223

A1
B

11 6982insT 2260X FS n M 1 M45 A1
14 7489C->T Q2421X NS n K 1 K0218 C1
16 7986G->A W2586X NS n MS 1 078 A1
17 IVS16-2A->G tp Sp j F

K
1
1

F1156
K0333

A1
B

17 8074delT 2647X FS n BN 1 BN21 B
17 8141del5bp 2638X FS j H 1 B1908A A2
20 8774delA 2862X FS n BN 1 BN100 A1
21 8923C->T Q2899X NS n B 1 B328 A2
22 IVS21-1G->A ?? Sp n M 1 M210 C1
23 9200del126 3044X FS j W 1 G971047 A2
23 9326insA 3043X FS j U 1 UL201 A1

K 1 K0083 A1
MS
M

1
1

146
165

A2
A1

23 9327delTC 3042X FS j* BN 1 BN51 A1
23 9345G->A ?? Sp j BN 1 BN317 A1
24 9481insA 3110X FS j F 1 F2188 C1
27 9894delT 3248X FS j W 1 G99678 A1

Tab. 10.7: Übersicht über die innerhalb des deutschen Konsortiums gefundenen „Unclassified

Variants“ (UVs) im BRCA1 Gen (*eingereicht von Zentren des Deutschen Konsortiums)

Ex. Nukleotid Effekt BIC Zentrum # der Allele ID Kategorie
2 129 T->C S4P 0x WÜ 1 G99349 A1

6 388 T->C I90T 1x* WÜ 1 G950309 B
8 628 G->A R170Q 1x B 1 B235 B
11 835 A->G H239R 0x B 1 B55 A1
11 1605 C->T R496C 9x* B 1 B46 A1
11 1653 C->T L512F 0x MS 1 MS37 C3
11 2531 G->C Q804H 2x K 1 O157 A1
11 2596 C->A T826K 4x BN 1 124 C1
11 2683G->A Q855P 0x L 1 130 C2
11 4071 A->G I1318V 0x MÜ 1 M100 B
16 5074 T->C M1652T 2x HD 1 B1419A B
17 5136delCAC H1673del 1x B 1 B219 B
17 5172 A->G T1685A 0x MÜ 1 M222 A1
18 5214 C->T R1699W 5x* BN 3 BN78.2 B

B/L B88/506 A1/C1
23 5548 T->G V1810G 1x* B 1 MDC81 A2
24 5623 G->C R1835P 0x MS 1 MS140 B
24 5628 T->C W1837R 2x* K 1 K0282 A1
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10.4. LOH Daten

Tab 10.8: LOH BRCA1/2 und TP53 in sporadischen Mammakarzinomen

(n.i.: nicht informativ; O: kein LOH)

lfd
. N

r.

p5
3-

A
lu

(T
P

53
)

TP
53

(T
P

53
)

D
17

S
85

5
(B

R
C

A
1)

D
17

S
13

22
(B

R
C

A
1)

D
17

S
13

23
(B

R
C

A
1)

D
13

S
16

95
(B

R
C

A
2)

D
13

S
16

99
(B

R
C

A
2)

D
13

S
17

01
 (B

R
C

A
2)

1 n.i. O
2 O O n.i. n.i. n.i. n.i. O
3 O O O - O O n.i. O
4 n.i. O n.i. O O O LOH
5 n.i. LOH LOH n.i. - n.i. LOH O
6 O O n.i. O n.i. O n.i. LOH
8 O O O n.i. O O O O
9 n.i. n.i. O n.i. O n.i. O

10 n.i. O O O O O O
11 O n.i. O - n.i. O O O
13 LOH O n.i. n.i. O n.i. LOH O
14 LOH n.i. LOH LOH LOH LOH LOH
15 LOH LOH n.i. O LOH n.i.
16 LOH LOH n.i. O n.i. O O O
17 O O O n.i. n.i. O O n.i.
18 O O O O
19 LOH O
20 - - LOH -
21 O O O O O O O O
22 LOH O O - n.i. O O O
23 n.i. O LOH O n.i. O
24 n.i. O n.i. n.i. O n.i. LOH
25 LOH LOH O O O
26 LOH LOH LOH - O O O
28 n.i. O O O O O O
29 n.i. LOH LOH LOH n.i. O n.i.
30 LOH LOH LOH LOH n.i. n.i. n.i.
31 LOH LOH n.i. n.i. O n.i. LOH O
33 O O O O n.i. O n.i. O
34 n.i. O O O n.i. O n.i. n.i.
36 n.i. O O O O O n.i. O
37 O O LOH n.i. O n.i. n.i.
38 n.i. LOH O O LOH n.i. O O
39 LOH LOH n.i. O O O n.i. n.i.
41 n.i. O n.i. O
45 n.i. O O n.i. O n.i. O
46 n.i. O n.i. O O O n.i. O
47 n.i. LOH LOH - n.i. O n.i.
48 n.i. LOH LOH - LOH O LOH
49 n.i. O O O O O O O
50 LOH LOH O O O n.i. O
54 LOH LOH LOH LOH O O O
55 O O O O O O n.i. O
56 n.i. LOH n.i. n.i. LOH n.i. n.i. n.i.
57 n.i. n.i. O O
59 n.i. n.i. LOH - O n.i. LOH
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60 LOH O O O O n.i. LOH LOH
61 O O O O O n.i. O
62 n.i. n.i. O O O O n.i. O
66 n.i. LOH n.i. LOH n.i. LOH LOH
67 - - O O O O n.i. O
69 n.i. O O O O O O O
70 n.i. LOH LOH LOH O LOH O
71 O O O O LOH n.i.
72 n.i. O n.i. - O n.i. n.i. O
74 n.i. n.i. O O O O LOH O
77 n.i. n.i. - - O n.i. LOH
80 - - LOH - n.i. LOH n.i. O
81 n.i. LOH O LOH
82 n.i. LOH LOH LOH LOH n.i. n.i.
83 n.i. LOH O O
84 - - O O LOH O O O
85 - - n.i. n.i. n.i. O O O
86 - - LOH LOH O n.i. LOH
88 O
89 O
90 O
91 LOH
92 O
93 O
95 n.i.
96 n.i.

100 n.i. LOH
101 n.i. O O O
102 n.i. n.i.
103 O O n.i. O
104 n.i. O O O
106 LOH O O n.i.
107 O LOH O O
108 LOH LOH LOH n.i.
110 LOH LOH LOH LOH
111 n.i. LOH LOH LOH
113 O O
115 n.i. O O O
116 LOH LOH O O
118 LOH LOH O O
119 n.i. O O n.i.
120 LOH LOH O O
124 LOH n.i. LOH LOH
125 LOH LOH
127 n.i. O O -
128 O O LOH n.i.
130 n.i. LOH
131 n.i. O O O
132 LOH LOH LOH LOH
138 O n.i. O O
139 n.i. O n.i. n.i.
140 n.i. LOH O O
141 LOH O O O
142 LOH O
143 O O
146 LOH LOH LOH O
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149 O O n.i. O
150 O O
152 n.i. O
153 n.i. O
157 LOH n.i. n.i. n.i.
158 n.i. - LOH n.i.
159 n.i. O n.i. O
160 n.i. O LOH LOH
161 LOH LOH O n.i.
162 n.i. LOH LOH n.i.
163 n.i. O
164 O n.i. O n.i.
166 LOH LOH O n.i.
169 LOH LOH O n.i.
170 LOH n.i. n.i. n.i.
171 O O O n.i.
173 n.i. LOH O n.i.
174 O O n.i. O
175 n.i. O O n.i.
176 O LOH O n.i.
179 LOH O O O
180 LOH LOH n.i. O
185 LOH LOH O O
189 O O n.i. n.i.
190 n.i. LOH O -
191 n.i. O LOH n.i.
192 LOH O O O
197 n.i. LOH LOH LOH
198 LOH LOH LOH LOH
201 LOH LOH LOH n.i. n.i. LOH LOH
202 O n.i. O O O O O O
204 O O O n.i. n.i. O O O
205 O O O O O O n.i. LOH
212 LOH O O O n.i. LOH O O
213 LOH O LOH O LOH O O O
215 n.i. LOH LOH LOH n.i. LOH n.i.
216 n.i. O O O O O n.i. O
219 O O O O n.i. O n.i. O
220 n.i. O O n.i. O O O n.i.
221 n.i. O O O n.i. n.i. O n.i.
222 LOH O n.i. O n.i. O O O
224 O O O O O O O O
229 LOH O LOH n.i. n.i. O n.i.
236 O O LOH O LOH O O
244 LOH LOH LOH n.i. O O O
248 O O LOH LOH n.i. LOH LOH
251 LOH LOH LOH n.i.
252
253 n.i. LOH O O O n.i. O O
254 LOH n.i. LOH LOH O O O
255 O O O O O O O
256 n.i. O O O O O n.i. O
258 O O O O O O n.i. n.i.
259 n.i. O n.i. n.i. LOH LOH LOH
260 n.i. n.i. n.i. n.i. O n.i. O
261
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262 O O O O n.i. O O O
263
264 O O O
265 n.i. O n.i.
266 O O n.i. n.i. n.i. LOH LOH LOH
267 n.i. LOH O n.i. n.i. n.i. LOH n.i.
268 LOH LOH LOH O O
269 O O O O LOH LOH
271 n.i. LOH LOH
273 O n.i. n.i.
277
281 n.i. n.i. n.i.
286 LOH O O
287 O n.i. LOH
301 n.i. O O
317 O O O
322 LOH LOH LOH
325 n.i. n.i. n.i.
327 O n.i. n.i.
329 O O O
331 n.i. LOH
332 O n.i. O
333 LOH LOH LOH
335 O n.i. n.i.
336 O n.i. n.i.
340 LOH n.i. n.i.
343 O O O
344 O n.i. n.i.
345 LOH LOH n.i.
347 O O O
349 O n.i. O
351 O n.i. n.i.
352 O O O
353 n.i.
354 O O O
355 LOH O n.i.
357 O O O
359 O O O
360 O n.i. O
361 O O n.i.
364 n.i. O O
365 O n.i. O
366 LOH n.i. LOH
368 LOH n.i. n.i.
370 n.i. n.i. O
372 O O n.i.
373 O n.i. O
374 n.i. LOH
375 O n.i. n.i.
376 O O O
377 n.i. LOH n.i.
380 n.i.
381
382 LOH LOH LOH
385 O n.i. O
387 LOH
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388 O n.i. n.i.
399 LOH LOH LOH
402 O n.i. n.i.

Tab 10.9: LOH BRCA1 in sporadischen Ovarialkarzinomen

lfd
. N

r.

LO
H

B
R

C
A

1

8 O

9 LOH

10

11 O

12 LOH

13 LOH

14 O

15 O

17

18 O

19 O

20 LOH

21 O

22 O

23 LOH

24 LOH

25 O

26 O

31 LOH

32 O

35 LOH

36
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10.5. Bestimmung der relativen Expression von BRCA1 und p21

Tab. 10.10: BRCA1- und p21-Expression in sporadischen Mammakarzinomen
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1 0,68 0,29
2 0,11 0,15
3 0,3 1,5
4 0,07 0,03
5 0,03 0,04
8 0,28 0,58

14 0,11 0,14
15 0,09 0,01
16 0,03 0,28
17 0,25 0,06
18 0,01 0,1
19 1,84 0,62
20 0,03 0,15
21 0,57
23 0,11 0,17
24 0,1 0,4
25 0,07 0,17
26 0,12
30 0,68 0,73
31 0,1 0,02
34 0
36
37 0,32
38 1,26 0,08
39 0,28 0,58
40 0,03 0,04
45 0,07
47 0,06 0,35
48 0,16 0,3
49 0,12 0,06
70 0,1 0,7
71 0,27
72 0,04 0,84
74 0,34 0,88
75 0,25 0,15
81 0,09 0,51
82 0,09 0,88

218 0,16 0,11
219 0,07 0,17
220 0,14 0,27
222 0,06 2,29
223 0,05 0,35
229 0,04 0,3
236 0,05 0,06
244 0,2 0,11
248 0,18 0,18
251 0,13 0,67 1,65 0,35
252 0,035 0,55 0,07 3,84
253 0,19 0,18 1,8 0,77
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254 0,13 0,14 0,28 0,13
255 0,014 0,2 0,56
256 0,064 0,12 0,58 0,57
258 0,14 0,14 0,45 1,66
259 0,83 0,28 1,59 2,9
260 0,28 0,2 0,87 0,65
261 0,23 0,41 0,6 3,18
262 0,02 1,14 0,09
263 0,32 0,103 2,27 0,04
264 0,11 0,08 1,15 0,2
265 0,11 0,099 2,2 0,88
266 , 0,075 3,79 1,58
267 0,12 0,18 0,62 0,42
268 0,081 0,029 1,43 0,06
269 0,54 0,65
271 0,12 0,22
273
277 0,12 0,2
281 0,18 0,07
286 0,2 0,25
287 0,2 0,15
301
317 0,14 0,23
322 0,36 0,11
325 0,22 0,85
327 0,28 0,11
329 0,05 0,21
331 0,07 0,17
332
333 0,28 0,1
335 0,13 0,12
336 0,17 0,18
340 0,15 0,06
343 0,29 0,18
344 0,26 0,09
345 0,3 0,07
347 0,36 0,2
349
351 0,22 0,21
352 0,03 0,22
353

354a 0,15 0,09
355 0,04 0,25
357
359 0,17 1,64
360 0,06 0,12
361 0,71 0,11
364 0,06 0,15
365 0,07 0,04
366 0,17 0,13
368 0,37 0,32
370
372 0,16
373
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374 0,22 0,08
375 0,33 0,32
376
377
380
381 0,15 0,13
382 0,1 0,02
385 0,34 0,09
387 0,04 0,16
388 0,11 0,16
399 0,3 0,01
402

Tab. 10.11: BRCA1- und p21-Expression in sporadischen Ovarialkarzinomen
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8 0,08 0,27

9 0,36 0,29

10 0,12 0,59

11 0,09 0,9

12 0,07 0,16

13 0,02 0,1

14 0,05 0,02

15 0,04 0,07

17 0,47 0,04

18 0,22 0,23

19 0,04 0,51

20 0,05 0,09

21 0,2 0,48

22 0,03 0,05

23 0,06 0,31

24 0,11 0,29

25 0,12 0,82

26 0,03 0,33

31 0,16 0,2

32 0,15 0,38

35 0,05 0,48

36 0,02



Lebenslauf

Persönliche Daten:

Name: Betz

Vorname: Beate

Geburtsdatum: 03. Dezember 1968

Geburtsort: Hilden

Staatsangehörigkeit: deutsch

Familienstand: ledig

Schulausbildung:

08/1975 - 09/1975 Kath. Grundschule, Monheim-Hitdorf

10/1975 - 07/1979 Städt. Gemeinschaftsgrundschule, Kempen/Ndrh.

1979 - 1988 Luise-von-Duesberg Gymnasium, Kempen/Ndrh.

13. Juni 1988 Abitur

Hochschulausbildung:

1988-1996 Biologiestudium

Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf

19.04.1991 Diplomvorprüfung

1996/97 Diplomarbeit ("Subzelluläre Lokalisierung und funktionelle

Charakterisierung von möglichen Transportproteinen in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae.")

Institut für Mikrobiologie (Leiter: Prof. Dr. C. P. Hollenberg)

Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf

19.03.1997 Diplomprüfung

Promotion:

06/1997-12/2000 Promotionsarbeit

Thema: " Molekulare Untersuchung der Tumorsuppressorgene BRCA1

und BRCA2 bei familiären Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen."

Molekulargenetisches Labor der Frauenklinik

Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf


