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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pathologie des Magenkarzinoms

Das Magenkarzinom ist trotz abnehmender Inzidenz weltweit der zweithaufigste
maligne epitheliale Tumor (Pisani et al.,1999).

Sein Vorkommen zeigt groRe geographische Unterschiede. So betragt die jahrliche
Mortalitat in Japan ungefahr 65/150.000 Einwohnern, wahrend sie in Deutschland mit
30/150.000 Einwohnern und den USA mit 10/150.000 wesentlich niedriger ist. Die
Inzidenz betragt in Deutschland zur Zeit 20/100.000 Einwohner. Dabei ist sie
Erkrankung 1,5-2mal haufiger beim mannlichen Geschlecht zu beobachten. Das
mittlere Manifestationsalter liegt bei 55-65 Jahren, allerdings existiert auch schon
zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr ein erster Erkrankungsgipfel.

Trotz aller Erkenntnisse in der Entstehung des Magenkarzinoms hat sich die
Prognose in den letzten 20 Jahren nicht entscheidend verbessert. Auch heute
sterben noch mehr als 80% der Patienten mit einem neu diagnostizierten
fortgeschrittenen Magenkarzinom an ihrem Tumor. Dabei liegt die durchschnittliche
relative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Magenkarzinome in Westdeutschland bei
Mannern bei 24,4% und bei Frauen bei 22,4% (Becker et al.,1998).

Eine entscheidende Bedeutung fur die Prognose der Patienten fallt dabei der friihen
Erkennung und chirurgischen Intervention zu, da bei kurativer Resektion im Stadium |
und Il zwischen 50% bis 80% der Patienten geheilt werden kénnen, im Stadium IV
jedoch nur weniger als 5% funf Jahre nach Diagnosestellung noch leben. Eine
zusatzliche Bestrahlung oder Chemotherapie konnte bisher, im Gegensatz zu
anderen Tumoren, beim Magenkarzinom noch keine Verbesserung der
Lebenserwartung bringen.

Allerdings spielen in die Prognose der Patienten noch viele weitere tumor- und
patientenbezogene Prognosefaktoren mit ein. So kommt in diesem Zusammenhang
der pathohistologischen pTNM-Klassifikation (Hermanek et al.,1992) die
bedeutendste Rolle bei der Beurteilung der Prognose von Magenkarzinompatienten
zu. Trotz dieser Einteilungen ist bekannt, dalk die Uberlebenschance von Patient zu
Patient variiert, und keineswegs ein bestimmtes Tumorstadium das gleich lange

Uberleben garantiert. Diese Erkenntnis hat eine Reihe von Untersuchungen zur
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Folge gehabt, um mdgliche weitere Prognosefaktoren zu entdecken und etablieren,
um Magenkarzinompatienten mit hohem Risiko besser zu erkennen und so eine

individuell ausgerichtete Prognosevorhersage zu erreichen.

1.2 Genetische Instabilitat

Man geht heute davon aus, dal} in der genetischen Instabilitat der zentrale Schltssel
zum Verstandnis der Entstehung sowie des weiteren raschen Progresses
karzinomatoser Erkrankungen liegt (Loeb, 1991; Hartwell, 1992). Diese
molekularpathologische Eigenschaft der Krebszelle kann sich zum einen auf
chromosomaler Ebene nachweisen lassen. Hier kann eine Stérung der Verteilung der
Chromosomen bei der Zellteilung zur Aneuploidie fuhren, die ihrerseits eine
gesteigerte Mutilitdt dieser Zellen zur Folge hat (Orr-Weaver und Weinberg, 1998;
Paulovic et al., 1997; Tomlinson et al.,, 1996). Weiter sind Deletionen und
Translokationen bestimmter Chromosomen sowie sogenannte ,fragile sites® von
groBem wissenschaftlichem Interesse. Es handelt sich hierbei um Regionen, in
denen es bevorzugt zu Chromosomenbriichen kommt, die in die Entstehung
maligner Tumoren mit einspielen kdonnen.

Zum anderen mufy auf DNA-Ebene neben Punktmutationen , Deletionen und
Veranderungen des Methylierungsstatus der DNA besonders das Phanomen der
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) beachtet werden, dem ursachlich Veranderungen im

Bereich von sogenannten DNA-Reparaturgenen zugrunde liegen konnen.

1.3 Mikrosatelliteninstabilitat

Die Mikrosatelliteninstabilitat ist ein bekannter Mechanismus bei der Entstehung
gastrointestinaler Tumoren. Besonders dem hereditaren nicht polyposis-assoziierten

kolorektalen Karzinom, das sogenannte HNPCC-Syndrom (Lynch et al.,1996), das in



Einleitung

vielen Studien molekularpathologisch untersucht wurde, kommt eine gewisse
Vorreiterrolle zu.

Mikrosatelliten sind repetitive Mono-, Di- und Trinukleotidsequenzen, die ubiquitar in
nicht kodierten Bereichen des menschlichen Genoms vorkommen (Weber und Wong,
1993). Dabei ist die Anzahl der Wiederholungen in allen Korperzellen eines
Individuums gleich, wahrend sie interindividuell variieren kann, und bildet so ein
wichtiges Markersystem. Bei den haufigen Dinukleotid-Repeats handelt es sich
insbesondere um Cytosin-Adenin-Sequenzen (CA)n, wobei n zwischen 2 und 10
betragen kann.

Darlber hinaus gibt die Mikrosatellitenanalyse auch die Mdglichkeit, eine weitere
Form der genetischen Instabilitat zu detektieren, den Verlust der Heterozygotie (Loss
of Heterozygosity, LOH). Hierbei kommt es durch DNA-Verluste zu einem
Abschwachen oder vollstandigen Fehlen eines Allels.

Am Beispiel des erblichen HNPCC-Syndroms konnte gezeigt werden, dal}
Karzinome des ,mutator phenotype“ ( 30% der untersuchten Mikrosatelliten sind
instabil) das Resultat defekter Reparaturgene (,mismatch-repair-Gene) sind
(Thibodeau et al.,1993; lonov et al.,1993; Aaltonen et al.,1993; Peltomaki et al.,1993;
Bronner et al.,1993; Leach et al.,1993; Fishel,1993).

Da innerhalb einer Zelle Mutationen, die im Verlauf eines Zellzyklus entstehen, nicht
selten sind, existieren bestimmte Reparaturmechanismen, die solche erkennen und
korrigieren. Der hierfur zustdndige Enzymkomplex ist seit Jahren bei Bakterien
bekannt (Modrich et al.,1991).

Entsprechend der ,two hit“-Hypothese (Knudson,1971), nach der erst der Ausfall von
beiden Allelen eines Reparaturgens zu dessen Inaktivierung fuhrt, mul® bei familiaren
Tumorerkrankungen schon in der Keimbahn eine Mutation eines Allels vorliegen
(,first hit“). Im Laufe des Lebens wird dann das zweite beeintrachtigt (,second hit“)
und somit die Karzinomentwicklung beglnstigt (Liu et al.,1995), da der
Reparaturmechanismus erst gestort wird, wenn beide Allele nicht mehr funktionieren
(Parsons et al.,1993). Bei sporadische Karzinomen tritt die MSI erst spater auf, ist
also keine Keimbahnmutation, spielt aber auch hier eine wichtige Rolle. Da die
meisten Patienten hier keine Mutationen in den bekannten MMR-Genen aufweisen,
mufl} man davon ausgehen, daly Mutationen in bisher noch nicht bekannten Genen

vorliegen (Liu et al.,1995).
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Inzwischen konnten eine Reihe von mismatch-repair-Genen lokalisiert werden, von
denen einzelne (hMSH3 und hMSHG6) auch bei sporadisch auftretenden malignen
Tumoren mutiert sein kdnnen.

Jedoch konnte nicht nur in sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinomen
Reparaturgendefekte nachgewiesen werden, sondern auch beim Magenkarzinom
(Rhyu et al.,1994; Chong et al.,1994), Pankreaskarzinom (Han et al.,1993; Brentnall
et al,1995), sowie beim Endometriumkarzinom (Carduff et al.,1996),
Osophaguskarzinom (Meltzer et al.,1994), Mammakarzinom (Paulson et al.,1996)
und beim Prostatakarzinom (Cunningham et al.,1996; Terell et al.,1995) beobachtet
worden.

Interessant ist, daf3 MSI-positive Tumoren im Rahmen des HNPCC-Syndroms sich
durch ein besonderes klinisch-pathologisches Profil charakterisieren lassen (Lynch
und Smyrk,1996) und man vermutet, dal® sie eine ginstigere Prognose haben.
(Percesepe et al.,1997).

Vergleichbare Arbeiten bei sporadisch aufgetretenen Karzinomen kamen dagegen
bisher noch zu widersprichlichen Ergebnissen. So konnte das Auftreten von
Mikrosatelliteninstabilitat bei sporadischen kolorektalen Karzinomen mit einer
besseren postoperativen Prognose korreliert werden (Thiobodeau et al., 1993;
Cawkwell et al., 1995; Lothe et al., 1993; Bubb et al., 1996). Beim Mammakarzinom
dagegen wurde fur Patienten mit MSI-positiven Tumoren eine schlechtere Prognose
beobachtet (Paulson et al., 1996).

Bei sporadischen Magenkarzinomen konnte der Nachweis der MSI ebenfalls nicht

mit einer besseren Prognose korreliert werden (Wirtz et al., 1998).
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1.4 Das FHIT-Gen

Das FHIT-Gen (,fragile histidine triad“) liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3
(3p14.2) und befindet sich somit in einer beim menschlichen Genom besonders
instabilen und somit haufig von Bruchstellen betroffenen Region, ,fragile site“ (Ohta
et al.,, 1996). Deletionen im Bereich des FHIT-Gens oder aberrante Transkripte
hiervon konnten bei den unterschiedlichsten menschlichen Tumoren nachgewiesen
werden. Wichtig zu erwahnen sind hierbei das Bronchialkarzinom (Sozzi et al., 1996;
Marchetti et al., 1998), das Mammakarzinom (Negrini et al., 1996; Ahmadian et al.,
1997; Hayashi et al., 1997) aber auch Kopf-Hals-Tumoren (Virgilio et al., 1996; Mao
et al., 1996) und maligne Tumoren und ihre Zellinien aus dem Bereich des
Gastrointestinaltraktes (Ohta et al., 1996; Kastury et al., 1996; Gemma et al., 1997;
Tamura et al., 1997; Zou et al., 1997). Auch wenn die genaue Funktion noch nicht
geklart ist, so nimmt doch man an, dal3 das FHIT-Gen bei der Zellzyklusregulation
und der DNA-Replikation von Bedeutung ist (Barnes et al. 1996, Druck et al., 1997).
Dal der Verlust eines FHIT-Gens zu einem friihen Zeitpunkt stattfindet und somit ein
wichtiger Schritt in der Karzinogenese einiger maligner Tumoren sein konnte,
unterstreichen Untersuchungen beim Bronchialkarzinom und bei Kopf-Hals-Tumoren,
bei denen eine enge Verbindung zwischen dem Verlust der Heterozygotie im Bereich
des FHIT-Gens und abnormen Transkripten nachgewiesen werden konnte (Virgilio et
al., 1996; Mao et al., 1996; Sozzi et al., 1997).

Trotz dieser Hinweise auf eine mogliche Funktion als Tumorsuppressorgen existieren
zum Kolon-, Ovarial- und Endometriumkarzinom sowie zu Hirntumoren Arbeiten, die
dem FHIT-Gen , wenn Uberhaupt, nur bei kleinen Subgruppen eine Bedeutung fir
deren Entstehung und Fortschreiten einrdumen (Thiagalingam et al., 1996; Hendricks
et al., 1997; Frank et al., 1997).

Die wenigen entsprechenden Publikationen zum Magenkarzinom basieren meist auf
nur sehr geringen Tumorzahlen (Ohta et al., 1996; Kastury et al., 1996; Gemma et
al., 1997), wobei in diesen Arbeiten Allelverluste oder aberrante Transkripte des
FHIT-Gens in bis zu 50% der untersuchten Magenkarzinome nachgewiesen wurden.
Eine prognostische Bedeutung scheinen diese Allelverluste beim Magenkarzinom

allerdings nicht zu haben (Noguchi et al., 1999).
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1.5 Das PTEN-Gen

Das PTEN (,phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) -Gen
oder auch MMAC1 (mutated in multiple advanced cancers) -Gen genannt, konnte auf
dem langen Arm des Chromosom 10 lokalisiert werden (10923.3) (Myers et al.,
1997). Es liegt damit in einem Bereich, in dem haufig Mutationen und Deletionen bei
verschiedenen Karzinomen beobachtet werden konnten (Li und Sun et al., 1997; Li
et al., 1997; Steck et al., 1997).

Das PTEN-Gen kodiert fur eine Phosphatase, die homolog zu den
Adhasionsmolekulen Tensin und Auxillin ist, und somit in der Lage einen
intrazellularen ,second messager‘ zu dephosphorilieren und inaktivieren (PI-3,4,5-
P3, Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat), der nun nicht mehr in der Lage ist, die
Serin-Threoninkinase, Akt, zu aktivieren. So flhrt die Phosphataseaktivitat von PTEN
zu Down-Regulation von Akt, welche Apoptose unterdriickt und das Uberleben von
Zellen unterstitzt (Sun et al., 1999). AulRerdem induziert PTEN das Verharren von
Zellen im G1-Stadium des Zellzyklus (Li und Sun et al., 1998), sowie das Verhindern
von fokaler Adhasion, Streuung sowie Migration von Zellen (Tamura et al., 1998).
Auch wird ihm eine Regulation bei der tumorinduzierten Angiogenese zugeschrieben
(Wen et al., 2001).

Mutationen und LOH im Bereich des PTEN-Gens konnten bei einer Vielzahl
verschiedener maligner Tumoren nachgewiesen werden, wie dem Glioblastom
(Rahseed et al., 1992; Kraus et al., 2000), dem Mamma- und Endometriumkarzinom
(Peiffer et al., 1995; Tashiro et al., 1997), aber auch bei Melanomen (Herbst et al.,
1994; Birck et al.,2000) sowie Leber- und Lungenkarzinomen (Ding et al., 1995;
Kohno et al., 1998). Ebenso wurde Uber genetische Veranderungen des PTEN-Gens
im Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom berichtet (Cairns et al., 1997; Huang
et al., 2001).

So konnte ein enger Zusammenhang zwischen dem Verlust der Heterozygotie im
Bereich des PTEN-Gens und abnormen Transkripten beim Mamma- und
Prostatakarzinom sowie dem Glioblastom nachgewiesen werden, die hervorheben,
dal auch der Verlust des einen PTEN-Allels ein wichtiger Schritt in der
Karzinogenese dieser Tumoren sein konnte (Li et al., 1997).

Obwohl diese Ergebnisse eine mdgliche Funktion des PTEN-Gens als

Tumorsuppressorgen nahelegen (Li et al., 1997), liegt auch eine Untersuchung zu
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sporadischen Karzinomen des Gastrointestinaltraktes vor, die vermuten lalt, dafl
Mutationen im Bereich des PTEN-Gens, wenn dberhaupt, nur bei kleinen
Randgruppen eine mdgliche Rolle fur die Entstehung und das Fortschreiten dieser
Tumoren spielen (Chang et al., 1999).

Allerdings wurde in einer weiteren Arbeit zum Magenkarzinom eine Korrelation
zwischen der genetischen Veranderung des PTEN-Gens und der Tumorprogression,
der Metastasierung und der Uberlebensrate beschrieben (Kang et al., 2002).
Insgesamt steht jedoch eine eindeutige Klarung der Rolle von PTEN-Mutationen und

LOH beim Magenkarzinom noch aus.

1.6 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Vogelstein und seine Mitarbeiter (1990) konnten zeigen, dal} es bei der Entstehung
eines Tumors schrittweise zu einer Ansammlung von kritischen Mutationen kommt,
die als sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz beim kolorektalen Karzinom zu einer
Aufeinanderfolge bestimmter genomischer Aberrationen in verschiedenen Zielgenen
fuhrt. Nachfolgend konnte auch fur andere Karzinome diese Sequenz vom normalen
Epithel Uber verschiedene Zwischenstufen zum Karzinom mit entsprechenden
genetischen Befunden korreliert werden, so zum Beispiel beim Zervixkarzinom, beim
duktalen Mammakarzinom aber auch beim Pankreaskarzinom (Hahn et al., 1996;
1997). Fur das Magenkarzinom konnte diese schrittweise erfolgende Progression nur
in Ausnahmefallen beobachtet werden (Maesawa et al., 1995). Trotzdem wurde, in
Anlehnung an das kolorektale Karzinom, auch beim Magenkarzinom versucht, in der
Tumorgenese die der Adenom-Karzinom-Sequenz entsprechenden genetischen und
phanotypischen Veranderungen der Tumorzellen nachzuweisen (Tahara et al.,
1995). Zwar konnten so einzelne Chromosomenabschnitte mit einem haufigen
Verlust der Heterozygotie entdeckt werden, doch aufgrund der geringen Fallzahlen
kann man nicht von gesicherten Ergebnissen sondern nur von Einzelfalldarstellungen

reden.
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So sind nur Hypothesen Uber den zeitlichen Verlauf der Tumorentstehung beim
Magenkarzinom moglich. Ursachlich hierfur ist unter anderem das methodisch und
zeitlich sehr aufwendige Verfahren, dall die Suche nach solchen potentiellen

Kandidatengenen sicherlich verzogert.

Test-DNA Referenz-DNA
(Tumor-DNA) (Normal-DNA)
grin: FITC~ Cot-1 DNA fof: TRITC

Normale Metaphase-
Chromosomen

bt

Normal — Amplifikation  Delefion

Fluoreszens-
Intensitat

20 -
Flugreszens-
iatio N
0
Abb 1: Schematische Darstellung der CGH-Technik. Jeweils
fluoreszenzmarkierte Tumor-DNA und normale Referenz-DNA werden
mit normalen Metaphase-Chromosomen hybridisiert. Die

Fluoreszenzsignale werden mit einer Kamera aufgenommen und das
Rot-Grin-Verhaltnis fir jedes Chromosom bildanalytisch ausgewertet.
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Die komparative genomische Hybridisierung (CGH) als molekularzytogenetische
Methode erlaubt es, alle unbalancierten chromosomalen Aberrationen der Test-DNA
in einem Versuchsansatz zu identifizieren, und vereinfacht somit die Suche nach
moglichen betroffenen Genorten (Kallionemi et al., 1992). Beobachtete
Veranderungen konnen entweder als DNA-Zugewinne (z.B. Amplifikationen) oder
DNA-Verluste (z.B.Deletionen) erkannt werden und als ein Spiegelbild mdglicher
Aktivierungen von Onkogenen (DNA-Gewinn) oder Inaktivierung eines
Tumorsuppressorgens (DNA-Verlust) dienen. Beides sind entscheidende Faktoren in
der Tumorentstehung und Progression. Die CGH eignet sich somit als
Screeningmethode, auf deren Ergebnisse man aufbauen und anschlielend
veranderte Genorte gezielt mit anderen Methoden, wie zu Beispiel der
Mikrosatellitenanalyse, auf Allelverluste untersuchen kann.

Ein weiterer entscheidender Vorteil der CGH beruht auf der Mdglichkeit, neben
Frischmaterial auch in Paraffin eingebettetes Tumorgewebe sozusagen retrospektiv
zu analysieren (Kallioniemi et al., 1994a; Isola et al., 1994).

Die CGH bietet sich durch den Vergleich von Tumor-DNA zu normalen
Metaphasechromosomen fur eine erweiterte Tumordiagnostik mit der Mdoglichkeit
einer genetischen Tumorklassifikation in der Pathologie an, wie am Beispiel des
Blasenkarzinoms gezeigt werden konnte (Kallioniemi et al., 1995, Voorter et al.,
1995). Darlber hinaus ist es mdglich, neben bekannten auch noch unbekannte
chromosomale Aberrationen zu sichten, die zur Charakterisierung von neuen
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen dienen kdnnen.

Mittlerweile sind zahlreiche Arbeiten zu unterschiedlichen Tumoren durchgeflhrt
worden, die eine Vielzahl unterschiedlicher chromosomaler Aberrationen nachweisen
konnten (Knuutila et al., 1998). Auch konnten in einzelnen Arbeiten bestimmte
Muster von chromosomalen Aberrationen mit Hilfe der CGH bei unterschiedlichen
Tumoren detektiert werden, die zum Teil mit einer bestimmten Prognose oder einem
bestimmten Verhalten der Tumoren, wie einem aggressiveren Wachstum oder aber
einer vermehrten Metastasierung der Primartumoren, Korreliert waren
(Mammakarzinom: Isola et al.,, 1995; Harnblasenkarzinom: Richter et al., 1997,
Simon et al., 1998; Nierenzellkarzinom: Moch et al., 1996; Gronwald et al., 1997;
Ovarialkarzinom: lwabuchi et al., 1995; Kopf-Hals-Tumoren: Bockmuhl et al., 1997;

maligne fibrése Histiozytome: Larramendy et al.,, 1997). Auch beim
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Bronchialkarzinom waren Uber die Ergebnisse der CGH Aussagen zur Prognose
maoglich (Petersen et al., 1996).

Entsprechende Ergebnisse zum Magenkarzinom liegen bisher noch nicht vor, es
existieren lediglich einzelne Arbeiten an kleineren Fallzahlen, die sich jedoch
vorwiegend auf den Zusammenhang der genetischen Veranderungen mit der
Tumorhistologie oder dem Tumorstadium konzentrieren (Kokkola et al., 1998;
Koizumi et al., 1997; Vidgren et al., 1998). Deshalb hatte die vorliegende Arbeit unter
anderem auch als Ziel, nicht nur die phanotypischen (morphologischen), sondern

auch die genotypischen Veranderungen zu untersuchen.

10



Einleitung

1.7 Fragestellung und Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit waren Untersuchungen zur genetischen Instabilitat des
Magenkarzinoms und deren Relevanz fur die Tumorprogression und
Lymphknotenmetastasierung.

Hierzu wurde eine Serie von 38 Magenkarzinomen mittels komparativer genomischer
Hybridisierung untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Identifizierung von
Genorten als Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen potentieller
Kandidatengene, die fur die Entstehung des Magenkarzinoms eine Rolle spielen
konnten.

Darlber hinaus wurde die mdgliche Bedeutung allelischer Imbalanzen im Sinne von
Verlusten der Heterozygotie (LOH) im Bereich der vermuteten Tumorsuppressorgene

FHIT und PTEN fuar die Karzinogenese des Magenkarzinoms untersucht.

11
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Es wurde von 38 Patienten mit Magenkarzinom jeweils Proben des Tumor- als auch
des Normalgewebes in flissigen Stickstoff eingefroren. AnschlieRend wurden die
Proben bei -80°C bis zur Verwendung aufbewahrt. Von jedem Tumor wurden die den
fur die molekularen Analysen entnommenen Gewebeproben benachbarten
Tumoranteile in Paraffin eingebettet und als morphologisches Referenzmaterial

archiviert.

2.1.1 Untersuchtes Patientenkollektiv
Das untersuchte Patientenkollektiv (vergleiche Tabelle 1) umfalte 15 weibliche

(39,5%) und 23 mannliche Patienten (60,5%). Das durchschnittliche Alter betrug 65,6
Jahre (Median: 67 Jahre; Spannweite: 35 bis 85 Jahre).

2.2 Methoden

2.2.1 Histopathologische Untersuchungen

Die Tumoren wurden histologisch nach der WHO-KIlassifikation (Oota und Sobin,
1977) und nach der Laurén-Einteilung (1965) klassifiziert. Bezlglich der
Tumorstadien erfolgte eine Unterteilung nach der TNM-Klassifikation der UICC
(1987).

12
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Folgende Parameter wurden erhoben:

= Invasionstiefe (pT-Kategorie)

= Lymphknotenbefall (pN-Kategorie)

» Differenzierungsgrad (Grading)

= Blutgefalinvasion (BVI) und LymphgefaRinvasion (LVI; Gabbert et al., 1991)

Tabelle 1: Patientendaten: Alter, Geschlecht, pTNM-Stadien, Grading, LymphgefaRinvasion (LVI)
BlutgefaRinvasion (BVI)

Fall | Alter | Geschlecht Laurén T N M | G Lvi BVI
1 66 w intestinal 2 0 X 3 + +
2 55 m diffus 3 2 X 3 - -
3 85 w diffus 4 1 X 3 + -
4 77 m intestinal 2 0 X 2 + -
5 67 m diffus 2 0 X 3 - -
6 59 m gemischt 3 0 X 3 - -
7 51 m diffus 2 1 X 3 + -
8 65 m diffus 2 1 X 3 - -
9 66 m diffus 3 2 1 3

10 63 m diffus 3 2 1 3 + +
1 73 w intestinal 1 0 X 2 - -
12 83 m intestinal 2 1 X 3 - -
13 77 w intestinal 2 2 X 2 + -
14 80 m intestinal 2 2 X 2 + -
15 77 m gemischt 2 1 X 3 + -
16 73 m diffus 2 0 X 3 + -
17 64 m intestinal 2 1 X 2 + +
18 66 w gemischt 3 2 X 3 - -
19 76 w intestinal 1 0 X 2 - -
20 57 m intestinal 2 1 X 2 + +
21 35 m intestinal 2 1 X 3 - -
22 53 w diffus 3 0 X 4

23 69 m intestinal 2 2 X 3 + +
24 45 w diffus 1 0 X 3 - -
25 67 m gemischt 3 1 X 4 - -
26 68 w intestinal 3 2 X 3 - -
27 48 m gemischt 3 2 1 3 + +
28 77 w intestinal 2 1 X 3 - -
29 76 w diffus 3 1 X 3 - -
30 44 w diffus 2 2 X 3 - -
31 69 m intestinal 2 2 X 2 + -
32 73 w diffus 2 1 X 3 - -
33 68 w diffus 2 2 X 3 + +
34 70 m diffus 2 0 X 3 - -
35 61 m intestinal 2 0 X 2 + +
36 69 m diffus 3 1 X 3 + -
37 58 w diffus 2 2 X 3 - -
38 63 m gemischt 2 2 1 4 - -
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2.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden in allen Fallen an Paraffinschnitten
sowohl des Normal- wie auch des Tumorgewebes durchgefuhrt. Nach einer
Inkubation bei 60°C Uber Nacht erfolgte die Entparaffinierung und anschlieRend die
Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe. Durch 10mindtige Inkubation in 3%-
igem H>O, wurde die endogene Peroxidaseaktivitat blockiert. Anschlieend erfolgte
nach Blockierung unspezifischer Bindungen mit 5%-igem Normalserum die
Inkubation der monoklonalen Primarantikorper gegen hMSH2 (Fa. Calbiochem) in
der Verdlinnung 1:80 und gegen hMLH1 (Fa. PharMingen) in der Verdiinnung 1:60
bei 4°C fur annahernd 12 Stunden. Der Sekundarantikérper (Firma SkyTek) wurde
im Anschluf® fir 30 Minuten inkubiert, danach erfolgte fir eine Stunde eine Avidin-
Biotin-Komplex-Reaktion (siehe Hsu et al.,1981) mit dem ABC-Elite-Kit (Fa. Vector).
Sichtbar wurde das Reaktionsprodukt durch Immersion mit
Diaminobenzidintetrachlorid der Fa. Sigma und Gegenfarbung mit Hamatoxylin
gemacht. Bei allen immunhistochemischen Untersuchungen wurde eine
Positivkontrolle flr das jeweils zu untersuchende Antigen mitgefuhrt. Bei der
entsprechenden Negativkontrolle wurde der Primarantikbrper durch 5%-iges
Serumalbumin ersetzt.

Die abschlieRende Auswertung wurde ohne Kenntnis der jeweiligen

histopathologischen Daten der Tumoren vorgenommen.

2.2.2.1 Auswertung der Expression von MLH1 und MSH2
Bei der Auswertung der immunhistologischen Farbungen wurde lediglich die nukleare

Immunreaktion gewertet. Dabei wurden Tumoren mit einer nuklearen Reaktion in

mehr als 10% der Tumorzellen als positiv gewertet.
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2.2.3 Molekularpathologische Methoden

2.2.3.1 Mikrodissektion und DNA-Extraktion

Fir den Nachweis von LOH und Mikrosatelliteninstabilitdt wurde bei insgesamt 30
Magenresektaten aus dem Zeitraum 1996 bis 1998 Tumor- und Normalgewebe
innerhalb von 30 Minuten nach der Operation entnommen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Tumorproben wurden mittels Gefrierschnitten auf den Anteil von
Tumorgewebe am Gesamtgewebe untersucht. Fir die weiteren Untersuchungen
wurden nur Proben mit mindestens 70%igem Tumoranteil verwendet. Die DNA-
Extraktion erfolgte mit dem QIAamp-Tissue-Kit der Fa. Qiagen (Hilden). Hierfur
wurde das bei —80°C tiefgefrorene Gewebe aufgetaut, zerkleinert und in 220ul ATL-
Puffer gegeben. Nach Zugabe von 24ul Proteinase K (25mg pro ml) wurde diese
Lésung Uber mindestens 12 Stunden bei 55°C in einem Thermoschuttler inkubiert,
bis das Gewebe vollstandig lysiert war. Zum Abschlull erfolgte zunachst eine
Aufreinigung der extrahierten DNA in 240ul AL-Puffer (bei 70°C) und 250ul Ethanol
(100%) sowie mehrfaches Zentrifugieren mit 500ul AW-Puffer (Waschpuffer). Nach
dem Abpipettieren des Uberstandes wurde das DNA-Pellet zweimal in 100ul AE-
Puffer bei 70°C geldst, und stand nun den weiteren Untersuchungen der

Mikrosatellitenanalyse und der Mutationsanalyse zur Verfuagung.

2.2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Beurteilung der entsprechenden DNA-Fragmente auf Mikrosatelliteninstabilitaten
im Bereich der jeweiligen untersuchten Marker diente die Amplifikation mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Sowohl die aus dem Tumor als auch die aus dem
Normalgewebe extrahierte DNA wurde so exponentiell vervielfaltigt. Fir die PCR
wurden Reagenzien des PCR-Core-Kit der Fa. Qiagen und Primer der Fa. Roche
eingesetzt. Das jeweilige Gesamtvolumen der PCR betrug 50ul mit einem DNA-

Gehalt von ungefahr 200ng pro Reaktionsansatz.
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Fir die PCR wurden folgende Reaktionsbedingungen gewahlt: Nach einer
vierminutigen Denaturierungsphase bei 94°C folgten dann 35 Zyklen. Jeder der
Zyklen bestand aus einem Denaturierungsschritt (1 Minute bei 94°C), der Annealing-
Phase (45 Sekunden bis 1 Minute bei 55°C bis 58°C je nach untersuchtem Primer)
und der Elongationsphase (1 Minute bei 72°C). Zum Abschlul} erfolgte eine letzte
vierminutige Elongation bei 72°C.

Von jedem Reaktionsansatz wurden zwei Kontrollen mitgefuhrt: eine
Negativkontrolle, um eine Kontamination mit fremder DNA auszuschlieen und eine
Positivkontrolle, die DNA von hoher Qualitdt enthielt. Mittels Agarose-
Gelelektrophorese wurde sichergestellt, da} die erhaltenen DNA-Fragmente die
korrekte GroRe hatten.

Die PCR-Produkte = wurden auf  denaturierenden Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Herstellung der jeweiligen Gele erfolgte mit Hilfe
der Fertiglosungen SequaGel-8 und SequaGel complete ( Fa. Biozym, Hessisch-
Oldendorf). AnschlieRend an die Elektrophorese wurde das Gel einer Silberfarbung
unterzogen, fotografiert und schlie8lich in einem Geltrockner auf Whatman-Papier

vakuumgetrocknet.

2.2.3.3 Mikrosatellitenanalyse

Fir die Mikrosatellitenanalyse wurden 8 Dinukleotid-Marker (CA), und ein
Mononukleotid-Marker (A), untersucht, die unterschiedliche Loki auf insgesamt 4
Chromosomen erfassen (vergleiche Tabelle 2).

Der Marker D2S123 gehort zu einem Teil des MMR-Genes hMSH2, wahrend die
Marker D10S209, D10S212, D10S215 und D10S587 im Bereich des PTEN/MMAC1-
Gens auf Chromosom 10 lokalisiert sind. ( Chang et al., 1999;)

Zum FHIT-Gen auf Chromosom 3 (Noguchi et al., 1999), das der ,fragile histidine
triad“ - Familie zugerechnet wird, gehdrt der Marker D3S1300, ebenso wie die
Marker D3S1313 und D3S1234.

Der Mononukleotid-Marker BAT 25 gehort zu Intronsegenzen des c-kit-Onkogens
(Parson et al.,1995).
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Tabelle 2: Untersuchte Mikrosatelliten-Loki bei 30 Magenkarzinomen

Marker Lokalisation Primer Anr(mfg;mg Repeat
D3S1313 |3p21.1-3p14.2 |2 .cocctiggaaaatcacty 55 (CA),
5‘ccatgaataagccttgcc
D3S1300 |3p21.1-3p14.2 |2 2gctcacatictagtcagect 58 (CA),
5'gccaattccccagatg
D3S1234 |3p21.1-3p14.2 |2 cclglgagacaaageaagac 58 (CA),
5'gacattaggcacagggctaa
D10S209 |10q24-10q26 |2 .cadatgtgetcatatectge 58 (CA).
5‘cccatcagtagtaaaggggc
. 5‘gaagtaaagcaagttctatccacg
D10S212 |10pter-10qter 5'tcigtgtacgttgaaaatcee 56 (CA),
i 5‘tggcatcattctgggga
D10S215 | 10922-10g23 5‘gctttacgtttcttcacatggt 56 (CA)n
: 5‘cccagattcatggtcttc
D10S587 |10pter-10qter 5'ttetgetgacacaaac 56 (CA)
2p-21- 5‘aacaggatgcctgcctt
D25123 16/hMSH2 5‘ggactttccacctatgggaa 58 (CA)n
i 5tcgcctccaagaatgtaagt
BAT 25 Intron c-kit 5'tctgcattttaactatggctc 58 (A)n

Im veranderten Laufverhalten der Tumor-DNA im Vergleich zur Normal-DNA des
gleichen Patienten lal3t sich die Instabilitdt der untersuchten Mikrosatellitenmarker
erkennen. Dabei fihren die in der Tumor-DNA eingefugten repetitiven Sequenzen,
die den Mikrosatelliten entsprechen, zu einem Motilitdtsshift der Banden. Eine
zusatzliche Analyse auf einen moéglichen Verlust der Heterozygotie (LOH) im Bereich
der untersuchten Genorte erfolgte bei denjenigen Fallen, bei denen keine
Mikrosatelliteninstabilitat bezuglich der untersuchten Marker vorlag. Ein solcher LOH
wurde hierbei als sichtbarer Verlust der Bandenintesitat von mindestens 50% im

Vergleich zur Normal-DNA definiert.
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2.2.3.4 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Die komparative genomische Hybridisierung beruht auf dem Prinzip der
Floureszenz-in-situ-Hybridisierung. Die sog. Test-DNA bildet die aus dem
Tumorgewebe extrahierte und zu analysierende genomische Tumor-DNA, wahrend
als sog. Referenz-DNA eine zweite DNA-Probe aus normaler (gesunder) DNA dient.
Beide DNA-Proben werden in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 auf normale
Metaphase-Chromosomen hybridisiert. Zusatzlich verwendete unmarkierte humane
Cot1-DNA  soll die unerwinschte Hybridisierung zentromerischer und
heterochromatischer Regionen verhindern (Kallioniemi et al.,1992;1994b,c). Test-
und Referenz-DNA, beide zu gleichen Teilen eingesetzt, konkurrieren nun um die
Bindungsstellen an ihre spezifische Region der normalen Metaphase-Chromosomen.
Abhangig von der Kopienzahl der zugehdrigen DNA-Sequenz in den beiden DNA-
Proben werden die chromosomalen Anbindungsorte entweder bevorzugt von der
Test-DNA (z.B. aufgrund von Amplifikation bestimmter Onkogene in der Tumor-DNA)
oder von der Referenz-DNA (z.B. durch Verlust von DNA-Sequenzen im Bereich der
Tumor-DNA aufgrund von Deletionen) besetzt. Durch vorherige Markierung von Test-
und Referenz-DNA mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen |alt sich diese
unterschiedliche Hybridisierungsrate erfassen. Die Signalverteilung und —intensitat
entlang der Achsen der einzelnen Chromosomen wird mittels eines
Bildanalysesystem gemessen und die beiden Fluoreszenzprofile zu einem
Gesamtverhaltnisprofil verrechnet (Petersen et al., 1996). Im Normalfall liegen
gleiche Abschnitte der Test-DNA und der Referenz-DNA in gleicher Kopienzahl vor.
Fur diese Abschnitte werden dann auch gleiche Fluoreszenzwerte ermittelt, und die

Fluoreszenzratio ergibt den Wert 1.

2.2.3.4.1 Hybridisierung und Hybridisierungsnachweis

Durch Nick-Translation erfolgte die Markierung der DNA-Fragmente mit Hilfe des
Biotin-Nick-Translations-Mix fir die Test-DNA und des DIG-Nick-Translations-Mix fur

die Referenz-DNA der Fa. Boehringer-Mannheim. Dabei wurden jeweils 1ug sowohl
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der Test- als auch der Referenz-DNA eingesetzt (weitere Einzelheiten kbnnen dem
ausfuhrlichen Protokoll des Herstellers entnommen werden).

Zur DNA-Fallung werden 300ul 100%iges Ethanol zu einem Gemisch aus jeweils
36l biotinylierter Test-DNA und digoxigenierter Kontroll-DNA mit 30ul Cot1-DNA
und 5ul Salmon-Sperm-DNA hinzugegeben. Im Anschlul3 daran erfolgte die
Prazipitation der Losung fur 30 Minuten bei -80° Celsius und das Abzentrifugieren .
Zur Denaturierung der Chromosomenpraparate wurden die Slides zuerst exakt 5
Minuten bei 73° Celsius in FA/SSC und anschlielend fir 3 Minuten in eiskaltes
70%iges Ethanol eingestellt. Das DNA-Pellet wurde bei 37° Celsius getrocknet und
dann in 5,5 pl deionisiertem Formamid resuspensiert. Die Denaturierung der Proben
erfolgte nach Zugabe von 5ul Mastermix (20%iges Dextransulfat in 2fach SSC) bei
75° Celsius fur 5 Minuten im Wasserbad und das Preannealing bei 37° Celsius fur 45
Minuten.

Die DNA-Proben wurden vollstandig auf die Slides mit den metaphasischen
Chromosomenpraparaten (Fa. Vysis) aufgetropft, anschlielend ein 18x18 mm
Deckglaschen luftblasenfrei aufgelegt und an den Randern mit Fixogum luftdicht
abgesichert. Die Hybridisierung der Praparate bei 37° Celsius fur 4-5 Tage fand in
einer Stahlwanne schwimmend statt.

Nach Abschlufd erfolgte die Waschung der Objekttrager in 50%igem Formamid/2fach
SSC bei 45° Celsius und 0,1fach bei 60° Celsius, um unspezifische Bindungen zu
[6sen. Mit 3%igem Rinderserum-Albumin (BSA) wurden unspezifische
Bindungsstellen abgesattigt, und anschlieRend die biotinylierten Fragmente der
Tumor-DNA (Test-DNA) und die digoxinierten Fragmente der Normal-DNA
(Referenz-DNA) mit Avidin-FITC (1:200; grune Fluoreszenz) und Antidigoxigenin-
TRITC (1:40; rote Fluoreszenz; beide Fa. Boehringer-Mannheim) gleichzeitig
nachgewiesen. Fir die Karyotypisierung mit DAPI (4,6 Diamino-2-Phenylindol)
wurden die Metaphase-Chromosomen fir 7-10 Minuten gegengefarbt (0,8 pg/ml)

und zum Abschluf’ in Antifading-Puffer (Fa. Vector) eingedeckelt.
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2.2.3.4.2 Bildanalytische Auswertung der Hybridisierungsreaktion

Die weitere Analyse der fluoreszenzmarkierten Metaphasen-Praparate wurde mit
einem  Fluoreszenz-Mikroskop  (Zeiss-Axiophot) mit Hilfe eines vom
Auswertungsprogramm gesteuerten externen Fluoreszenz-Filterrad und einer
angeschlossenen CCD-Videokamera durchgefiuihrt. Die digitale Bildanalyse der
aufgenommenen DAPI-Farbung und der FITC- und TRITC-Fluoreszenz erfolgte mit
dem Hard- und Softwareprogramm der Fa. Applied Imaging (Version 2.21). Bei
jedem untersuchten Magenkarzinom wurden durchschnittlich 13 Metaphasen (range:
11-15) ausgewertet. Zunachst erfolgte eine Karyotypisierung der DAPI-gefarbten
Chromosomen. Danach wurde die griine und rote Fluoreszenz der FITC- und TRITC-
markierten Chromosomen aufgenommen, und die durchschnittlichen
Fluoreszenzratio-Profile errechnet. Im Normalfall liegen gleiche Abschnitte der Test-
DNA und der Referenz-DNA in gleicher Kopienzahl vor. Daraus ergeben sich gleiche
Fluoreszenzwerte und eine Fluoreszenzratio mit dem Wert 1. Uberwiegt die
Rotfluoreszenz der hybridisierten Referenz-DNA, so liegt ein Verlust (sog. ,,loss)
von Abschnitten der Tumor-DNA vor und das Ratio-Profil sinkt unter den Wert 1. Bei
einem Zugewinn (sog. ,,gain“) Uberwiegt die Grunfluoreszenz der Test-DNA , und
das Ratio-Profil steigt auf einen Wert gréRer 1. Dabei wurden lediglich
Veranderungen gewertet, die den unteren Schwellenwert von 0,75 bzw. den oberen
Schwellenwert von 1,25 des Fluoreszenzratio-Profils unter- bzw. Uberschritten. Ein
Uberschreiten des Ratio-Profil tGber den Wert 2 wurde als sog. high-level-
Amplifikation gewertet (vergleiche hierzu auch du Manoir et al., 1995a,b; Piper et al.,
1995; Lundsteen et al., 1995).

Aufgrund CG-reicher Regionen sind die kurzen Arme von Chromosom 1 (1p-ter),
Chromosom 6 und 17 sowie die gesamten Chromosomen 19 und 22 nur
eingeschrankt beurteilbar (Kallioniemi et al., 1994a; Isola et al., 1995). Deshalb
wurden diese Regionen ebenso wie das X- und Y-Chromosom bei der Analyse nicht
bericksichtigt. Ausgeschlossen wurden auch die perizentromeren Regionen, da sie
wahrend der Hybridisierung durch die COT1-DNA geblockt werden, sowie der
Bereich der Telomeren, da hier die Fluoreszenzintensitaten graduell abnehmen.
Eingeschlossen in jedes CGH-Experiment war eine Kontrollhybridisierung mit Biotin-

und Digoxigenin-markierter Normal-DNA.
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2.2.4 Statistische Auswertung

Die Testung der Unterschiede zwischen den einzelnen Auspragungsgraden der
untersuchten Parameter erfolgte flr dichotome Variablen mit dem Fischer-Exakt-
Test, flr kategorische Variablen mit dem Wilcoxon-Mann-White-Test flr 2 Gruppen
und dem Kruskal-Wallis-Test flir mehr als 2 Gruppen.

Als statistisch signifikant galt jeweils eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.
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3

3.1

Ergebnisse

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und Allelverluste (LOH)

Wahrend bei 24 der 30 untersuchten Tumoren (80%) keine MSI nachweisbar war,

konnte bei 6 Tumoren (20%) bei mindestens einem Marker eine MSI nachgewiesen

werden. Drei Tumoren wiesen Instabilitaten in 4-6 Markern auf, zwei Karzinome bei 2

Markern sowie ein Tumor in einem Marker ( Tabelle 3).

Allelverluste (LOH) im Bereich der untersuchten Marker konnten bei finf Tumoren

nachgewiesen werden, wobei in drei Fallen ein alleiniger Allelverlust und in den

restlichen zwei Fallen eine Kombination mit Mikrosatelliteninstabilitdten vorlag
(Tabelle 3).

Tabelle 3: MSI-Haufigkeit und LOH bei 30 Magenkarzinomen

Nr D3S13 | D3S13 | D3S12 | D10S2 | D10S2 | D10S2 | D10S5 | D2S12 | BAT
) 13 00 34 09 12 15 87 3 25
M 1 2 1 1 1 1 2 2 1 1
M2 | LOH 2 1 1 2 2 1 2 1
M3 2 2 1 1 2 2 1 2 1
M5 2 1 1 1 1 2 2 2 1
M 6 2 1 1 1 1 MSI 1 2 MSI
M7 2 2 2 1 1 1 1 2 1
M9 2 2 1 LOH 1 1 2 2 1
M10 2 2 1 2 1 2 1 1 1
M11 2 2 2 2 1 2 2 2 1
M12 2 2 1 2 2 2 2 1 1
M13 2 2 1 MSI MSI 2 2 MSI MSI
M14 2 2 2 2 2 MSI MSI MSI MSI
M15 2 1 2 2 1 2 2 1 1
M16 | LOH MSI 2 MSI MSI MsI MSI 1 MSI
M17 | LOH 2 1 1 2 2 2 1 1
M18 1 2 2 2 1 2 2 1 1
M19 1 2 2 2 MSI 2 2 1 MSI
M20 1 2 2 2 1 2 2 1 1
M21 1 1 1 2 1 1 2 2 1
M22 1 2 2 2 2 2 2 1 1
M23 2 1 1 2 1 2 LOH MSI 1
M24 1 2 2 2 2 1 2 2 1
M25 1 2 2 2 2 1 2 1 1
M26 2 2 1 2 2 2 2 2 1
M27 1 2 - 2 2 2 2 1 1
M28 1 2 1 2 2 1 1 1 1
M29 1 2 1 2 1 1 2 2 1
M30 2 1 2 2 1 2 - 1 1
M31 1 2 2 2 1 - 2 1 1
M32 2 1 2 2 1 2 1 1 1

1: homozygot

2: heterozygot

LOH: Loss of Heterozygoty
MSI: Mikrostelliteninstabilitat
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Der Mononukleotidmarker BAT-25 wies in 5 Tumoren (17%) eine
Mikrosatelliteninstabilitat auf (Abb. 2), die Marker D2S123, D10S212 und D10S215
in 3 Fallen (10%) und die Marker D10S587 und D10S209 in 2 Fallen (7%) bzw. der
Marker D3S1300 in einem Fall (3%).

Keine Instabilitaten fanden sich bei den Markern D3S1234 und D3S1313. Allerdings
lieR sich bei letzterem bei 3 Tumoren ein Allelverlust aufzeigen. Auch die Marker
D10S209 und D10S587 waren in jeweils einem Fall positiv im Bezug auf solche
Verluste (3%). Ansonsten konnten keine LOHs bei weiteren Markern nachgewiesen

werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Anzahl und Prozentzahlen der informativen Falle mit Mikrostelliteninstabilitat (MSI) oder
Loss of Heterozygosity (LOH)

Locus Gen informativ MsSI LOH

(n) (n) (%) | (n) (%)
D3S1313 30 0 0 3 10
D3S1300 FHIT 30 1 3 0 0
D3S1234 29 0 0 0 0
D10S209 30 2 7 1 3
D10S212 PTEN 30 3 10 0 0
D10S215 29 3 10 0 0
D10S587 29 2 7 1 3
D2S123 MSH2 30 3 10 0 0
BAT-25 c-kit 30 5 17 0 0
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Abb 2: Beispiel einer Mikrosatelliteninstabilitat im Mononukleotid-Marker BAT 25;
Lokalisiert in der Intron-Sequenz des c-kit-Gens.
Linke Banden: Tumorgewebe; rechte Banden: normale Magenschleimhaut
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3.1.1 Korrelation der Mikrosatelliteninstabilitat mit klinischen und

histopathologischen Parametern

Fur keinen der untersuchten histopathologischen Parameter lielken sich signifikante
Unterschiede zwischen Tumoren ohne Instabilitat (MSS) und solchen mit MSI
nachweisen (Tabelle 5).

Bezlglich des Alters der Patienten fanden sich ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten unter oder mit 67 Jahren und solchen, die alter als
67 Jahre waren.

Dies galt auch fur das Geschlecht der Patienten.

Tabelle 5: Mikrosatelliteninstabilitadt (MSI) und Korrelation mit klinischen und histopathologischen
Parametern bei 30 untersuchten Magenkarzinomen

Anzahl MSS MSI

(n) (n) (%) | (n) (%)
Alter
<67 16 15 94% 1 6%
> 67 14 9 64% 5 36%
Geschlecht
weiblich 13 11 85% 2 15%
mannlich 17 13 77% 4 23%
pT-Kategorie
pT1%-pT2 19 14 74% 5 26%
pT3 — pT4® 11 10 91% 1 9%
pN-Kategorie
negativ 8 5 63% 3 37%
positiv 22 19 86% 3 14%
LymphgefaBinvasion
negativ 17 15 88% 2 2%
positiv 13 9 69% 4 31%
BlutgefaBinvasion
negativ 24 19 79% 5 21%
positiv 6 5 83% 1 17%
Lauren-Klassifikation
intestinal 13 9 69% 4 31%
diffus 12 11 92% 1 8%
gemischt 5 4 80% 1 20%
Diferenzierungsgrad
G1°/ G2 7 4 57% 3 42,9%
G3 / G4* 23 20 87% 3 13,0%

®pT1: nur 3 Tumoren; °pT4: nur 1 Tumor; °G1: kein Tumor; G4: nur 3 Tumoren
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3.2 Expression der DNA-Reparaturproteine hMLH1 und hMSH2

3.2.1 Expression in normaler Magenschleimhaut

Bei allen 38 untersuchten Tumoren fand sich eine Positivitat in der benachbarten

normalen Magenschleimhaut sowohl fur hMLH1 als auch fur h(MSH2.

3.2.2 Expression in Magenkarzinomen

Auch bei allen 38 Magenkarzinomen konnte immunhistologisch eine nukleare
Expression sowohl von hMLH1 als auch von hMSH2 in den Tumorzellen

nachgewiesen werden.

3.3 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

3.3.1 Haufigkeit genetischer Aberrationen in Magenkarzinomen

In der CGH-Analyse (Abb. 3) konnten DNA-Veranderungen bei allen 38 untersuchten
Magenkarzinomen mit einer mittleren Anzahl von 7 Zugewinnen (range: 1-13)
nachgewiesen werden (Abb. 4 und Tabelle 6), wahrend Verluste sehr viel seltener
auftraten (range: 0-2). Mit Ausnahme von Chromosom 16 waren alle Chromosomen,
wenn auch mit deutlich unterschiedlicher Haufigkeit, betroffen. Am haufigsten
konnten in der CGH-Analyse Zugewinne auf den kurzen Armen von Chromosom 11,
12, 15,17 und 20 nachgewiesen werden (Tabelle 7). Ein relativ haufiger Verlust von
genetischem Material konnte bei 18,4% bzw. bei 13,2% der Karzinomen im Bereich
der kurzen Arme von Chromosom 4 und 13 lokalisiert werden. Insgesamt wurden

Verluste nur in 14 Fallen auf 7 betroffenen Chromosomen beobachtet (Tabelle 7).
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Bei 65,8% der untersuchten Magenkarzinomen (n=25) lie sich eine umschriebene
high-level-Amplifikation im Bereich des langen Armes von Chromosom 20 sowie
immerhin noch bei 15,8% (n=6) im Bereich des langen Armes von Chromosom 17
nachweisen mit einer minimalen, gemeinsamen Region von 20912-13 und 17921
(Tabelle 7).
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Tabelle 6 : DNA -Veranderungen bei 38 Magenkarzinomen in der CGH- Analyse

Fall |UICC Laurén Zugewinne Verluste
1 pT2pNOG3 intestinal 3921, 7p15, 8q, 10p12-15, 11913, 12q24-ter, 13q13-14, 15¢q23-25, 4912-28, 5q
17924-ter, 20, 21921
2 pT3pN2G3 diffus 3p21, 5934, 11913, 11923, 12q24-ter, 15923, 17q21-ter, 20, 21q22
3 pT4pN1G3 diffus 10922-26, 11913, 11923, 12q24-ter, 15q24-ter, 17q12-ter, 20q13-ter
4 pT2pN0G2 intestinal 3921, 11913, 12924.1-ter, 15922-25, 17q12-ter, 20p12-ter,
20g11.2-13.2
5 pT2pNOG3 diffus 2p22-24, 7, 9931-ter, 12924-ter, 12p13, 20q 14q23-24
6 pT3pNOG3 gemischt 2q37-ter, 3p21, 5q34-ter, 9q22-ter, 10g22-ter, 11913, 11923,
12q23-ter, 17921, 20p12-ter, 20q12-ter
7 pT2pN1G3 diffus 11913, 12924-ter, 20q12-ter
8 pT2pN1G3 diffus 2p22-24, 3927-29, 7q32-ter, 11q23-ter, 15923-25, 20p12, 20g12
9 pT3pN2G3 diffus 12924, 20q12-ter 4p15-gq31, 18p11
10 pT3pN2G3 diffus 2q37, 5935, 7922, 11913, 11923-ter, 12q24-ter, 15923-25, 1724, 13921-31
20q13-ter
11 pT1pN0G2 intestinal 8p21-23, 9g21-ter, 10q22-ter, 17q12-ter, 18911.2-12, 20p11.2-ter, 13921-22
20g11.2-13.3
12 pT2pN1G3 intestinal 2q37-ter, 5q31-32, 5934-ter, 11913, 12913-14, 15923-ter, 17912-ter, 4912-21
20q12-ter
13 pT2pN2G2 intestinal 2q37-ter, 5q35-ter, 11913, 11923, 12q24-ter, 15924-25, 17q12-ter, 6q22-24
17921, 20q12-ter
14 pT2pN2G2 intestinal 3921-23, 12q924-ter, 20q12-13.2
15 pT2pN1G3 gemischt 2q37-ter, 7p13-15, 11913, 11923, 12924.1, 20911.2-ter
16 pT2pNOG3 diffus 3p21, 11913, 12q24.1-2, 15924
17 pT2pN1G2 intestinal 11913, 12924.1, 15924, 17q12-ter, 20p12, 20q12-13.2
18 pT3pN2G3 gemischt 11913, 12924-ter, 15924, 17q12-24, 20q12-ter
19 pT1pNOG2 intestinal 11913, 12924-ter, 15924, 17921, 20q12-13.2
20 pT2pN1G2 intestinal 15923-24, 17q12-21, 20g11.2-ter 4926-32, 18922
21 pT2pN1G3 intestinal 7p15, 11p15-ter, 11q13-23, 12924-ter, 17912, 17q24-ter,
20p12-ter, 20q11.2-ter
22 pT3pNOG4 diffus 2q37, 4p16, 7p15, 11923, 20q13.1, 21922
23 pT2pN2G3 intestinal 5q34-ter, 12q24-ter, 15q23-24, 17924, 20912-ter
24 pT1pNOG3 diffus 3p21, 7q35-ter, 11913, 11924-ter, 12q24-ter, 15923-25,
17q12-ter, 20q12-ter
25 pT3pN1G4 gemischt 2p23-25, 2q37-ter, 3p21, 11913, 15923-24, 17921, 17q24-ter, 5q15-21, 13922-31
20q12-ter
26 pT3pN2G3 intestinal 1q21, 3p21, 5931, 11913, 12q24-ter, 17q21, 17q24-ter, 20q11.2-ter | 4927-28
27 pT3pN2G3 gemischt 4p16, 7q34-ter, 11913, 15923, 20g12-ter
28 pT2pN1G3 intestinal 1q41-ter, 2q36-ter, 4p16, 5p14-15, 7921, 7932-ter, 11924-ter,
12p12, 17q12-25, 20912-13
29 pT3pN1G3 diffus 5q35-ter, 11q13, 11923-25, 12q24-ter, 15q23-25, 17q11.2-21, 4q26-27, 13921-31
17qg23-ter, 20q11.2-ter
30 pT2pN2G3 diffus 2p24-25, 3p21, 7936, 8p22-23, 11923-25, 12924.1-3, 14g31-32, 13921-22
15q23-25, 17921, 17q24-ter, 20q12-ter
31 pT2pN2G2 intestinal 2p24-25, 11923-25, 15924-25, 17921, 20q12-ter
32 pT2pN1G3 diffus 11913, 12923-ter, 15923-24, 17q11-21, 17924, 20q12-ter
33 pT2pN2G3 diffus 11913, 11923-24, 12q24-ter, 17921, 17q23-ter, 20912-13.2
34 pT2pNOG3 diffus 20q12-13.2
35 pT2pN0G2 intestinal 4q12-28, 7922-ter, 11923-ter, 12q24-ter, 14q31, 15923, 5q15, 6q12-22
20p12-ter, 20q11.2-ter
36 pT3pN1G3 diffus 2q36-ter, 11923-ter, 12g23-ter, 15q23, 17924-ter, 20q13-ter, 21922 4922-26
37 pT2pN2G3 diffus 11913, 12924-ter, 15923-25, 17q12-21, 17q925-ter, 20g13-ter
38 pT2pN2G4 gemischt 2q37-ter, 12q24-ter, 15923-24, 17q22, 17q24-ter, 20q12-ter

(fett gedruckt: high-level-Amplifikationen)
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ChI'OIIIOSUIIlES
cell average

Abb. 3: Hybridisierte Metaphase mit FITC-markierter Tumor-DNA und TRITC-
markierter Referenz-DNA eines Magenkarzinoms vom intestinalen Typ
(Fall 1) sowie darunter das entsprechende Profil der Fluoreszensratio mit
high-level Amplifikation des gesamten Chromosoms 20.
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Tabelle 7: Die haufigsten in der CGH-Analyse entdeckten Zugewinne und high-level Amplifikationen
sowie samtliche Verluste bei 38 Magenkarzinomen

Zugewinne High-level Amplifikationen |Verluste

Lokalisation n (%) |Lokalisation ' n (%) |Lokalisation n (%)
20q12-13 37 (97) 20q12-13 25 (66) 4q 7 (18)
12924 28 (74) 17921 6 (16) 13q 5(13)
17921-25 27 (71) 12924 5(13) 5q 3 (8)
15923-25 25 (66) 15923-25 3 (8) 6q 2 (5
11913 23 (61) 18p 1 (3)
11923-25 17 (45) 18q 1 (3)
2q37 10 (26) 4p 1 (3)
3p21 7 (18)

5q34-35 7 (18)

7934-36 7 (18)

! minimale gemeinsame Region
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Abb. 4: Haufigkeit der DNA-Veranderungen in der CGH-Analyse. Helle Balken
entsprechen Veranderungen auf den kurzen und dunkle Balken auf den

langen Chromosomenarmen.
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3.3.2 Korrelation mit histopathologischen Parametern

Hinsichtlich der Tumorhistologie nach der Laurén-Klassifikation lieRen sich nur
geringe Unterschiede bezuglich der Haufigkeit und des Charakters der
chromosomalen Veranderungen feststellen, die jedoch keine statistische Signifikanz
erreichten (Abbildungen 5 und 6). So fand sich bei Tumoren des intestinalen Typs
eine durchschnittliche Anzahl von 7 DNA-Veranderungen bei einer Spannweite von
1-12, beim diffusen Typ eine mittlere Anzahl von 8 DNA-Veranderungen mit einer
Spannweite von 3-13. Im Bereich des langen Arms von Chromosom 17 konnte mit
einer gemeinsamen, minimalen Region von 17q21-25 ein Zugewinn in diesem
Bereich bei intestinalen Karzinomen haufiger als bei diffusen Karzinomen (86,7%
versus 58,8) nachgewiesen werden (Tabelle 8). Jedoch auch dieser Unterschied
erreichte keine statistische Signifikanz. Auch im Bezug auf die Prognosefaktoren
Invasionstiefe (pT) und Lymphknotenbefall (pN) konnten keine signifikanten
Unterschiede, die Haufigkeit und das Verteilungsmuster der DNA-Veranderungen
betreffend, nachgewiesen werden (Tabelle 8). Verglichen mit den fortgeschrittenen
Tumoren der Stadien pT3 und pT4, fanden sich schon in Magenfrihkarzinomen
beziehungsweise in wenig fortgeschrittenen Tumoren (pT1/pT2) DNA-
Veranderungen in ahnlicher Haufigkeit und Verteilung. Ahnliches lieR sich auch fir
den Lymphknotenstatus beobachten. Auch hier fehlten signifikante Unterschiede
zwischen nodal negativen Tumoren (pNO) und solchen mit Lymphknotenmetastasen
(PN1/pN2), sowohl was die Zugewinne als auch was die Verluste von

chromosomalem Material anging.
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Tabelle 8: Korrelation der haufigsten DNA-Veranderungen mit histopathologischen Parametern

Genort Invasionstiefe | Lymphknotenbefall Laurén

pT1/T2 pT3/T4 |[pNO PN1/N2 |intestinal diffus

(n=26) (n=12) (n=11) (n=27) (n=15) (n=17)

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Verlust 4q 3(12) 4 (33) 1 (9) (22) 4 (27) 3 (18)
13q 2 (8) 3 (25) 1 (9) (15) 1 (7) 3 (18)

5q 2 (8) 1 (8) 2 (18) 1 4) 2 (13) 0 (0)
Zugewinne 20q12-13|25 (96) 12 (100) |10 (91) 27 (100) [15(100) 16 (94)
12924 19(73) 9 (75) 8 (73) 20 (74) |10 (67) 14 (82)

17921-25 |18 (69) 9 (75) 6 (55) 21(78) |13 (87) 10 (59)

15923-25 |17 (65) 8 (66) 6 (55) 19 (70) |10 (67) 11 (65)

11913 14 (54) 9 (75) 6 (55) 17 (63) 8 (53) 10 (59)

11923-25 |10 (39) 7 (58) 4 (36) 13 (48) 5 (33) 10 (59)

2q37 5(19) 5 (42) 2 (18) 8 (30) 3 (20) 3 (18)

3p21 3(12) 4 (33) 3(27) 4 (15) 1 (7) 4 (24)

5q34-35 | 3(12) 4 (33) 1 (9) 6 (22) 3 (20) 3 (18)

7934-36 | 6(23) 1 (8) 3(27) 4 (15) 2 (13) 4 (24)
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Intestinaler Typ (n = 15)
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Abb. 5: Verteilung der Zugewinne (rechts) und Verluste (links) der Tumor DNA bei
Magenkarzinomen von intestinalen Typ (n=15). Breite Balken entsprechen
high-level Amplifikationen.
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Abb. 6: Verteilung der Zugewinne (rechts) und Verluste (links) der Tumor-DNA bei

Magenkarzinomen von diffusen Typ (n=17). Breite Balken entsprechen
high-level-Amplifikationen.
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4 Diskussion

4.1 Komparative genomische Hybridisierung

Die CGH-Analyse als zytogenetische Methode, die den Einblick in genetische
Veranderungen eines Tumors ermoglicht, hat sich in letzter Zeit beim Nachweis
genetischer Aberrationen bei verschiedenen Tumoren bewahrt. Dazu gehéren unter
anderen das Mammakarzinom (Isola et al., 1995), das kleinzellige Bronchialkarzinom
(Levin et al., 1995), sowie auch das Prostatakarzinom (Visakorpi et al., 1995), das
Nierenkarzinom (Moch et al.,1996; Jiang et al., 1998) und das Harnblasenkarzinom
(Richter et al., 1997; Simon et al., 1998). Zum Teil liel3en sich bestimmte genetische
Alterationen mit pathohistologischen Parametern wie der Tumorprogression oder der
Prognose korrelieren.

Auch im Bezug auf das Magenkarzinom liegen Untersuchungen an verschiedenen
Patientenkollektiven vor. So untersuchte die Gruppe um Koizumi (Koizumi et al.,
1997) ausschliellich japanische Patienten, wahrend sich die Gruppe um Kokkola
(Kokkola et al., 1997) auf europaisches Patientengut konzentrierte, wie es auch in
der vorliegenden Studie der Fall war.

Bei allen 38 hier untersuchten Magenkarzinomen konnten chromosomale
Aberrationen beobachtet werden, wobei hauptsachlich DNA-Zugewinne ( alle 38
Falle) und nur relativ selten DNA-Verluste (14 Falle) auftraten. Diese Feststellung ist
im wesentlichen in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von Koizumi und
Kokkola.

Tabelle 9: CGH-Analysen beim Magenkarzinom

Literatur (n)  Zugewinne Verluste Progression Histologie

Kokkola et al., 1997 35 20q, 17q, 8q 4q, 189 - N

vorliegende 38 20q,17q, 129,  4q, 13q - D

Untersuchung 15q, 11q

Koizumi et al., 1997 33 2p,3q,7p,13q, 1p, 6p, 17p, + +2)
19q, Yp, Yq

+: Korrelation, -: keine Korrelation
Y Lauren-Klassifikation
2 differenziert versus undifferenziert
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Bei den Zugewinnen konnte eine haufige Beteiligung der Chromosomen 11, 12, 15,
17 und 20 (in 45%-97% der Falle) nachgewiesen werden, wohingegen DNA-Verluste
besonders die Chromosomen 4 und 13 betrafen. Insgesamt konnte keine Korrelation
der Aberrationen mit der Invasionstiefe (pT-Kategorie), dem Lymphknotenbefall (pN-
Kategorie) oder anderen histopathologischen  Parametern wie dem
Differenzierungsgrad oder dem histologischen Typ entsprechend der Lauren-
Klassifikation gefunden werden.

Zu vergleichbaren Ergebnissen ist man auch in der finnischen Arbeitsgruppe um
Kokkola gekommen, die ebenfalls haufige Zugewinne auf den Chromosomen 17 und
20 und DNA-Verluste auf Chromosom 4 aufzeigen konnte. Eine Korrelation mit der
Tumorprogression lie sich aber auch dort nicht nachweisen. Dies deutet daraufhin,
dal} eine genetische Instabilitat sich nicht erst in spaten Phasen der Karzinogenese,
sondern schon in frihen Tumorstadien durch DNA-Zugewinne oder Verluste auf den
entsprechenden Chromosomen manifestiert. Allerdings konnten Zugewinne nur bei
Tumoren vom intestinalen Typ nachgewiesen werden, wahrend sie in der jetzigen

Studie mit 58,8% auch bei diffusen Magenkarzinom auftraten

Im Gegensatz dazu beschreibt die japanische Arbeitsgruppe (Koizumi et al., 1997),
DNA-Zugewinne hauptsachlich fur die Chromosomen 2, 3, 7 und 13 und Verluste
haufig fir die Chromosomen 1, 6, 19 und Y. Die in der vorliegenden Untersuchung
und auch bei Kokkola so wichtig erscheinenden Chromosomen 17 und 20 spielten,
wenn Uberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle. Falls sich diese Ergebnisse in
Zukunft bestatigen, konnte dies auf eine unterschiedliche Karzinogenese in
Populationen mit relativ geringem Risiko wie Europa und Hochrisiko-Populationen
wie Japan hinweisen. Auch die von Koizumi gefundenen Hinweise auf einen
madglichen Einful® dieser genetischen Aberrationen auf die Tumorprogression oder
Prognose sind ein Aspekt, der erst durch weitere Untersuchungen bestatigt werden
muld, da die Ergebnisse der japanischen Arbeitsgruppe bisher noch nicht

ausreichend statistisch belegt sind.
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Tabelle 10. Haufigkeit von Zugewinnen und high-level-Amplifikationen betroffene chromosomale
Abschnitte bei 38 Magenkarzinomen

Lokalisation bislang bekannte Gene

20q AIB, E2F-1, MMP-9, PTPN1

17q erbB-2, Gastrin, BRCA-1, nm23

15q FGF-7

12q CDK-2, CDK-4, MDM-2, IGF-1, erbB3

11q Cyclin D1, int-2, hst-2, MMPs, Pepsinogen, VEGF-B
7q CDK-5, HGF, c-met
5q Cyclin G1, Cyclin B1, cdc25c, c-fms, FGF-1, FGF-R4, MSH-3
3q cdc25a, VHL, FHIT, MLH-1, RAF-1, TGFR-RII, WNT

AIB1: amplified in breast cancer; FGF: fibroblast growth factor; FHIT: fragile histidine triad; HGF:
hepatcyte growth factor; MMP: matrix metalloproteinase; TGF: transforming growth factor; VEGF:

vascular endothelial growth factor; VHL: von-Hippel-Landau

Wenn man die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit der Lokalisation
bislang bekannter Onkogene und Tumorsuppressorgene vergleicht, so fallt auf, da®
die Regionen 20q und 17q die Sitze wichtiger Genabschnitte sein kdnnten, die nicht
nur beim Magenkarzinom Uberexprimiert werden. Es finden sich hier kodierende
Gene fur Zellzyklusproteine, Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sowie
Proteasen, die flir die Tumorprogression und Prognose von Bedeutung sein kdnnen.
Diese Abschnitte, die in der vorliegenden Studie am haufigsten Zugewinne und high-
level-Amplifikationen aufwiesen, sind auch in anderen Untersuchungen aufgefallen.
So stimmen die Ergebnisse mit denen von Kokkola (1997), Nessling (1998) und
Vidgren (1999) Uberein, die hier ebenfalls hochfrequente genetische Veranderungen
beobachteten.

Im Bereich von 17921-25 und in der nahen Umgebung liegen verschiedenen Gene,
unter denen einige fur die Zellregulation wichtig sind und andere flr
Wachstumsfaktoren kodieren. Dazu gehoéren unter anderem erbB-2, welches fur ein
Membran-Rezeptorprotein, stark homolog zum ,epidermal growth factor®, kodiert und
auch beim Magenkarzinom bei einem Teil der Falle Uberexprimiert ist (Park et al.,
1989; Tsugawa et al., 1993; Tahara et al.,, 1995). Auch BRCA1, nm23 und das
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Gastrin-Gen (verantwortlich fur die Wachstumsregulation (Watson et al., 1989)) sind
mdglicherweise fur die Karzinogenese und Tumorprogression des Magenkarzinoms
von grofRer Bedeutung. Hier lokalisierte Amplifikationen konnten unter anderen auch
beim Lungenkarzinom (Petersen et al., 1997; Balsara et al., 1997) und beim
Mammakarzinom beschrieben werden (Ried et al.,, 1995; lIsola et al., 1995;
Kallioniemi et al.,1994).

Auch im Bereich um 20q12-13 liegen unter anderen das PTPN-Gen, welches bei
einer Mammakarzinomstudie in 70% der Falle Uberexprimiert wurde (Wiener et al.,
1994) und das AIB1-Gen. Auch hier konnte schon beim Mammakarzinom
(Kallioniemi et al., 1994) und beim Kolonkarzinom (Ried et al., 1996) gehauft
genetische Aberrationen festgestellt werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden auch fur die Chromosomen 11, 12 und 15
haufig chromosomale Veranderungen beobachtet, die bisher noch von keiner der
anderen Arbeitsgruppen beim Magenkarzinom berichtet wurden. Allerdings sind
diese Loci im Zusammenhang mit dem Mammakarzinom bekannt (Moore et al.,
1999) und schlielen verschiedene Onkogene (mdm2, int-2, erbB3, hst-1) und
Zellzyklusassoziierte Gene (Cyclin D1, cdk2) sowie Wachstumsfaktoren ein.

Diese Beobachtungen legen nahe, dal} auch hier bislang noch unbekannte, sowohl
fur die Tumorgenese des Magenkarzinoms als auch anderer Tumoren, wichtige
Gene lokalisiert sein kdnnen.

In der vorliegenden Untersuchung wurden 30 Magenkarzinome auf das Vorliegen
von MSI untersucht. Dazu wurden bis zu 10 Loci analysiert. Entsprechend der
Einteilung fur MSI beim kolorektalen Karzinom (Thibodeau et al., 1993, Peltomaki et
al., 1993; Aaltonen et al., 1993) wurde hier ein Tumor als ,mutator-phenotype®-
Karzinom klassifiziert, wenn eine MSI an mindestens zwei Loci auftrat. Auf der
Grundlage dieser Definition konnten 5 Karzinome (17%) als Tumoren vom ,mutator
phenotype® identifiziert werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen
Untersuchungen zur MSI beim Magenkarzinom (Strickler et al., 1994; Mironov et al.,
1994; Keller et al., 1995; Wirtz et al., 1998).

Hinsichtlich des Musters chromosomaler Aberrationen lieBen sich in der CGH-
Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen Tumoren vom Mutator-Phanotyp
und MSI-negativen Magenkarzinomen nachweisen. Allerdings muf3 hier auf die
geringe Anzahl MSI-positiver Tumoren (n=5) in der vorliegenden Untersuchung

hingewiesen werden.
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Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse aus der CGH-Analyse laft sich abschliel’end
sagen, dall sich zwischen der Niedrigrisikopopulation in Europa und der
Hochrisikopopulation in Japan unterschiedliche chromosomale Aberrationsmuster
aufzeigen lassen. Diese, sofern sie sich in weiteren Studien mit einer gréfleren
Anzahl von Magenkarzinom-Patienten der Hochrisikopopulation (z.B. in Japan)
verifizieren lassen, konnten als weiterer Hinweis auf die schon langer vermutete
unterschiedliche Karzinogenese des Magenkarzinoms und das unterschiedliche
Risiko in verschiedenen Bevolkerungsgruppen gewertet werden.

In der vorliegenden Untersuchung laRt sich aber eine Korrelation bestimmter
chromosomaler Aberrationen weder mit der Tumorprogression noch mit anderen
histopathologischen Parametern aufzeigen.

Ob die hier fur das Magenkarzinom gehauft nachgewiesenen Veranderungen
tatsachlich Genorte betreffen, die bei der Karzinogenese des Magenkarzinoms eine
Rolle spielen, lalkt sich allein aus der CGH-Analyse nicht schluf3folgern, sondern
bedarf noch einer genaueren Charakterisierung durch weiterfUhrende

Untersuchungen.

4.2 FHIT-Gen und PTEN-Gen

In der vorliegenden Arbeit liel3 sich bei 30 untersuchten Magenkarzinomen ein LOH
im Bereich des FHIT-Gens bei 10% (n=3) nachweisen. Allerdings konnten
Veranderungen im Bereich des FHIT-Gens auch schon bei Kolonkarzinomen (Ohta
et al., 1996), bei Bronchialkarzinomen (Sozzi et al., 1996; Marchetti et al., 1998;
Sozzi et al., 1997), Mamma-, Ovarial- und Zervixkarzinomen festgestellt werden
(Man et al., 1996; Panagopoulos et al., 1996; Hendricks et al., 1997; Greenspan et
al., 1997). Diese Ergebnisse konnten auf eine Bedeutung des FHIT-Gens flr die
Entstehung humaner, maligner Tumoren hinweisen, ahnlich dem p53-Gen, zumal
auch fir das FHIT-Gen eine Aktivitat als Tumorsuppressorgen festgestellt werden
konnte (Siprashvili et al., 1997). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Tamura
(Tamura et al., 1997) und Noguchi (1999), die ein LOH des FHIT-Gens in 13% bzw.
in 16% der informativen Magenkarzinome nachweisen konnten, ist die LOH-
Haufigkeit der vorliegenden Untersuchung. Ebenso entsprechen sie den Ergebnissen
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von Thiagalingam und Mitarbeitern (1996), die Allelverluste bei 22% der untersuchten
kolorektalen Karzinome nachweisen konnten. In der Studie von Ohta und Mitarbeiter
(1996) konnte sogar bei 50% der untersuchten Magenkarzinome aberrante
Transkripte des FHIT-Gens gezeigt werden. Allerdings bezog die Studie lediglich 9
Magentumoren ein. Ein Allelverlust von 42% im Bereich des FHIT-Gens konnten
Gemma und seine Mitarbeiter bei 38 untersuchten Magenkarzinomen aufzeigen,
wobei es sich bei den meisten (n=35) jedoch schon um ein fortgeschrittenes
Tumorstadium mit Lymphknotenmetastasen oder sogar Fernmetastasen handelte.
Allerdings fehlen Informationen der Autoren dieser Arbeit bezlglich der Haufigkeit
des Auftretens einer MSI im Bereich der untersuchten Marker, die eine Auswertung
des Allelverlustes einschrankt bzw. nicht mehr ermdglicht. Ebenso beschrieben
Kastury und Mitarbeiter (1996) in 46% der untersuchten Magenkarzinome ein LOH
des FHIT-Gens, jedoch wurden auch hier nur 37 Tumoren in die Untersuchung mit
eingeschlossen. Auch sind die fehlenden Angaben zu den meisten dieser Tumoren
bezuglich des Tumorstadiums sowie die Herkunft der Proben aus unterschiedlichen
Institutionen auffallig, so dal} ein Vergleich der unterschiedlichen Ergebnisse durch
die als nicht sicher gewahrleistet anzusehende Homogenitat nur bedingt moglich ist.
Noch heute ist die genaue Funktion des FHIT-Gens ungeklart, so dafl® nach wie vor
die Frage, ob das FHIT-Gen selbst oder aber moglicherweise auch ein anderes
benachbartes Gen die Tumorgenese beeinflussen, nicht beantwortet ist. Auch
weitere Aussagen zu moglichen Mutationen im verbleibenden Allel oder
posttranskriptionelle Genveranderungen lassen sich nicht allein Gber den Nachweis
eines Allelverlustes des FHIT-Gens erklaren. Allerdings konnten Tamura und
Mitarbeiter (1997) zeigen, dall bei keinem der 23 von ihnen untersuchten
Magenkarzinome abnorme FHIT-Transkripte vorlagen.

Aufgrund der geringen Anzahl LOH-positiver Tumoren in der vorliegenden
Untersuchung lassen sich Unterschiede hinsichtlich des histopathologischen Profils
zwischen den beiden Gruppen von LOH-positiven und LOH-negativen Tumoren nicht
beurteilen. Gemal den vorliegenden Ergebnissen stellt ein Allelverlust im Bereich
des FHIT-Gens jedoch ein relativ seltenes Ereignis in der Tumorgenese des
Magenkarzinoms dar, wobei diese genetische Auffalligkeit im wesentlichen nur bei

einer kleinen Gruppe von Magenkarzinomen von Bedeutung zu sein scheint.
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Ergebnisse

Neben dem FHIT-Gen wurde in dieser Untersuchung auch das PTEN-Gen auf seine
mogliche Bedeutung fur die Tumorgenese des Magenkarzinoms untersucht. Auch bei
diesem Gen, das auf dem langen Arm von Chromosom 10 (10923) liegt, wird
vermutet, dal} es aufgrund seiner Struktur zu den Tumorsuppressorgenen gehort und
Tumorinvasion und Metastasierung beeinfluft.

In der vorliegenden Untersuchung fanden sich Allelverluste des PTEN-Gens lediglich
in 2 Fallen (7%). In anderen Studien wurde eine sehr viel hdhere Anzahl an
Allelverlusten berichtet. So betrug sie bei Kang und seinen Mitarbeitern 73% der
Magenkarzinome (Kang et al., 2002). Auch die Arbeitsgruppe um Fei berichtet Gber
eine reduzierte PTEN-Expression in 81% der Falle (Fei et al., 2002). Es liegen jedoch
auch Untersuchungen vor, bei denen flir das PTEN-Gen keine wesentlichen
Veranderungen festgestellt werden konnten (Sato et al., 2001; Chang et al., 1999).
Hinsichtlich anderer maligner Tumoren konnten Allelverluste des PTEN-Gens bei
Glioblastomen in 31%, bei Mammakarzinomen in 6% und bei Prostatakarzinomen in
100% der Falle beobachtet werden, wobei es sich bei letzteren jedoch um eine nur
sehr geringe Fallzahl handelte (Li et al., 1997). Allerdings traten diese Allelverluste

zum Teil erst zu einem spateren Zeitpunkt der Tumorgenese auf.
Zusammenfassend weisen die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, daf} allelischen

Imbalanzen des PTEN-Gens beim Magenkarzinom nur eine untergeordnete Rolle im

Rahmen der Tumorentstehung zuzukommen scheint.

42



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Obwohl das Magenkarzinom weltweit auch heute noch den zweithaufigsten malignen
epithelialen Tumor darstellt, ist seine molekulare Karzinogenese bislang zumindest
teilweise noch unklar.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung des Musters chromosomaler
Alterationen bei 38 Magenkarzinomen mittels komparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) sowie der Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI).
Dartber hinaus wurde der immunhistochemischen Nachweis der Proteinexpression
der MMR-Gene hMLH1 und hMSH2 durchgefihrt.

Bei samtlichen untersuchten Magenkarzinomen waren DNA-Veranderungen
nachweisbar, die im wesentlichen Zugewinnen entsprachen, wahrend Verluste sehr
viel seltener zu beobachten waren. Insbesondere die Chromosomen 20,17,12,15 und
11 wiesen in 45-97% der Tumoren Zugewinne auf. Eine Korrelation der Zugewinne
und der Verluste konnte jedoch weder mit der Laurén-Klassifikation noch mit dem
Differenzierungsgrad der Tumoren nachgewiesen werden.

Auch zwischen Tumoren mit MSI und solchen ohne fand sich kein signifikanter
Unterschied im Muster der DNA-Veranderungen in der CGH-Analyse.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit einer europaischen
Studie aus Finnland, wahrend zur Hochrisikopopulation Japans deutliche
Unterschiede im chromosomalen Aberrationsmuster bestehen, die mdglicherweise
auf Unterschiede in der Karzinogenese des Magenkarzinoms hindeuten.

Im Bereich des FHIT- und des PTEN-Gens, fiur die bei verschiedenen malignen
Tumoren eine Rolle im Sinne von Tumorsuppressorgenen diskutiert wird, konnten
Allelverluste lediglich bei 10% bzw. bei 7% der untersuchten Magenkarzinome
nachgewiesen werden. So scheinen nach den vorliegenden Ergebnissen
Allelverluste dieser Gene fir die Karzinogenese des Magenkarzinoms, wenn Uber-
haupt, dann nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Untersuchung keine Korrelation des
chromosomalen Aberrationsmusters der CGH-Analyse mit der Tumorprogression
nachgewiesen werden. Allerdings weisen die betroffenen Chromosomenabschnitte
auf eine Reihe mdglicher neuer Kandidatengene hin, die fur die Tumorbiologie eine

entscheidende Rolle spielen kdnnten und einer weiteren Charakterisierung bedurfen.
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Abkurzungen

7 Abkurzungen

ABC-Komplex
BVI
BSA
CGH
DAPI
DNA
FITC

G
HNPCC
LOH
LVI
MMR
MSI
MSS

N

PBS
PCR
pTNM

SSC

T
TRITC
UICC
WHO

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Blutgefallinvasion

Rinderserum-Albumin

Komparative genomische Hybridisierung
4,6 Diamidino-2-Phenylindol
Desoxyribonukleinsaure
Fluoreszein-Isothiozyanat
Tumordifferenzierungsgrad

hereditares nicht-polypdses Kolonkarzinom
Verlust der Heterozygotie (,loss of heterozygosity®)
Lymphgefallinvasion

Mismatch repair

Mikrosatelliteninstabilitat
Mikrosatellitenstabilitat

Normalgewebe

Phosphatpuffer ("phosphate buffered saline")
Polymerase-Kettenreaktion
Tumor/Nodus/Metastase (pathologische
Klassifikation)

Natrium-Zitrat-Puffer mit NaCl
Tumorgewebe
Tetraethylrhodamin-lsothiozyanat

Union International Contre Le Cancer

Weltgesundheitsorganisation
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Genetische Instabilitat beim Magenkarzinom

Obwohl das Magenkarzinom weltweit auch heute noch den zweithaufigsten malignen
epithelialen Tumor darstellt, ist seine molekulare Karzinogenese bislang zumindest
teilweise noch unklar.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung des Musters chromosomaler
Alterationen bei 38 Magenkarzinomen mittels komparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) sowie der Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI).
Dartber hinaus wurde der immunhistochemischen Nachweis der Proteinexpression
der MMR-Gene hMLH1 und hMSH2 durchgeflhrt.

Bei samtlichen untersuchten Magenkarzinomen waren DNA-Veranderungen
nachweisbar, die im wesentlichen Zugewinnen entsprachen, wahrend Verluste sehr
viel seltener zu beobachten waren. Insbesondere die Chromosomen 20,17,12,15 und
11 wiesen in 45-97% der Tumoren Zugewinne auf. Eine Korrelation der Zugewinne
und der Verluste konnte jedoch weder mit der Laurén-Klassifikation noch mit dem
Differenzierungsgrad der Tumoren nachgewiesen werden.

Auch zwischen Tumoren mit MSI und solchen ohne fand sich kein signifikanter
Unterschied im Muster der DNA-Veranderungen in der CGH-Analyse.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit einer europaischen
Studie aus Finnland, wahrend zur Hochrisikopopulation Japans deutliche
Unterschiede im chromosomalen Aberrationsmuster bestehen, die mdglicherweise
auf Unterschiede in der Karzinogenese des Magenkarzinoms hindeuten.

Im Bereich des FHIT- und des PTEN-Gens, fiur die bei verschiedenen malignen
Tumoren eine Rolle im Sinne von Tumorsuppressorgenen diskutiert wird, konnten
Allelverluste lediglich bei 10% bzw. bei 7% der untersuchten Magenkarzinome
nachgewiesen werden. So scheinen nach den vorliegenden Ergebnissen
Allelverluste dieser Gene fir die Karzinogenese des Magenkarzinoms, wenn Uber-
haupt, dann nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Untersuchung keine Korrelation des
chromosomalen Aberrationsmusters der CGH-Analyse mit der Tumorprogression
nachgewiesen werden. Allerdings weisen die betroffenen Chromosomenabschnitte
auf eine Reihe mdglicher neuer Kandidatengene hin, die fur die Tumorbiologie eine

entscheidende Rolle spielen kdnnten und einer weiteren Charakterisierung bedurfen.

Priv. Doz. Dr. W. Muller
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