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Abkürzungen 

ADC Adenocarcinoma 

APC Adenomatöse Polyposis Coli 

CDK4 Cyclin Dependent Kinase 4  

CpG Cytosin-phospho-Guanin 

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphate, DNA-Basen 

zusammengesetzt aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP , 

A=Adenosin, C=Cytosin, G=Guanin, T=Thymin 

DAP-Kinase Death Associated Protein Kinase 

DNA Deoxyribonucleic Acid 

HIC1 Hypermethylated In Cancer 1 

hMLH1 Humanes MutL Homolog 1 

INK4a Inhibitor der Cyclin-abhängigen Kinase 4a 

kbp Kilobasenpaare 



LSAB Labeled-Streptavidin-Biotin 

Mdm2 Murine Double Minute Gen 2 

MMR Mismatch Repair 

MSP Methylierungsspezifische Polymerasekettenreaktion 

MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase 

MYOD1 Myogenic Differentiation 1 

PCR Polymerase Chain Reaction 

TSG Tumorsuppressorgen 
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1.   Einleitung 

 
 
1.1   Das Ösophaguskarzinom 

 

Die Inzidenz des Ösophaguskarzinoms variiert weltweit zwischen 2,5 bis 6 pro 

100.000 Männern und 1,5 bis 2,5 pro 100.000 Frauen. Bezogen auf die absolute 

Zahl der Karzinomerkrankungen zählt das Ösophaguskarzinom damit zu den 

vergleichsweise seltenen Tumoren. Dennoch ist das Ösophaguskarzinom weltweit 

die sechsthäufigste Todesursache aller Krebsarten (Pisani et al., 1999). Inzidenz 

und Prävalenz des ösophagealen Adenokarzinoms, das neben dem 

Plattenepithelkarzinom der häufigste histologische Subtyp ist, hat in den letzten 

Jahrzehnten stark zugenommen und übertrifft in einigen Regionen der westlichen 

Welt die des Plattenepithelkarzinoms (Devesa et al., 1998). Die Ursachen für 

diese deutliche Häufigkeitszunahme des Adenokarzinoms, bei gleich bleibender 

Inzidenz des Plattenepithelkarzinoms, sind nicht bekannt. Allerdings kann als 

gesichert gelten, dass die überwiegende Mehrzahl der Adenokarzinome auf dem 

Boden einer Refluxerkrankung entsteht. Der chronische gastroösophageale Reflux 

geht mit chronischer Ösophagitis und nachfolgender Destruktion und 

Desquamation des ösophagealen Plattenepithels einher. Bei etwa 10% der 

Patienten mit einer gastroösophagealen Refluxkrankheit kommt es zu einem 

metaplastischen Ersatz der refluxbedingten Epitheldefekte durch ein vermehrt 

säureresistentes Dünndarm-ähnliches Zylinderepithel, welches nach dem 

Erstbeschreiber als Barrett-Ösophagus bezeichnet wird (Barrett, 1950; Spechler et 
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al., 1986; Winters et al., 1987; Talley et al., 1992). Als Ausgangspunkt für diese 

metaplastische Regeneration wird zum einen das Einwachsen benachbarter 

Kardiaschleimhaut in den Ösophagus, zum anderen eine Umdifferenzierung von 

ösophagealen Reservezellen diskutiert (Jankowski et al., 1999). Bei einem Teil der 

Patienten entwickeln sich im Barrett-Ösophagus geringgradige oder hochgradige 

intraepitheliale Neoplasien (früher Dysplasien) als präkanzeröse Läsionen. Und so 

haben Patienten mit einem Barrett-Ösophagus ein 30- bis 125- fach erhöhtes 

Risiko an einem Adenokarzinom der unteren Speiseröhre, dem Barrettkarzinom, 

zu erkranken (Haggitt, 1994). 

Zum Zeitpunkt der Diagnose sind Patienten mit einem Adenokarzinom des 

distalen Ösophagus durchschnittlich 63 Jahre alt. Es besteht eine deutliche 

Bevorzugung des männlichen Geschlechtes. 

 

 

1.2   Das Kardiakarzinom  

 

Das Adenokarzinom der Kardia wurde traditionellerweise als proximales 

Magenkarzinom angesehen. Jedoch weist das Kardiakarzinom starke ätiologische 

und epidemiologische Ähnlichkeiten zum Barrettkarzinom auf, wie etwa die 

Assoziation zur gastroösophagealen Refluxkrankheit und die Prädominanz des 

männlichen Geschlechts. So nahm auch die Inzidenz der Kardiakarzinome in den 

letzten zwei Dekaden in den Industriestaaten zu, während die Inzidenz der 

distalen Magenkarzinome abnimmt (Wayman et al., 2001; Dolan et al., 1999). 
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Diese Erkenntnisse haben zur Definition des Kardiakarzinoms als eigenständige 

Entität geführt (Tajima et al., 2001; Wijnhoven et al., 1999). Gestützt wird diese 

Auffassung durch molekulargenetische Untersuchungen, die größere 

Ähnlichkeiten des Kardiakarzinoms zum Ösophaguskarzinom als zum 

Magenkarzinom zeigen konnten (El-Rifai et al., 2001; Stocks et al., 2001). Dem 

Konzept, Barrett- und Kardiakarzinom als Adenokarzinom des gastroösopha-

gealen Überganges zusammenzufassen (Hamilton et al., 2000), ist jedoch durch 

mehrere Studien widersprochen worden (Taniere et al., 2001; Wijnhoven et al., 

1999).  

Die Prognose der Kardiakarzinome ist außerordentlich schlecht. Möglicherweise 

ist die häufig späte Diagnose, neben der Symptomarmut des Tumors, auch 

dadurch mitbedingt, dass die subkardiale Region endoskopisch schwer 

einzusehen ist. Das sehr verzweigte Lymphabfluss-System nach mediastinal, 

abdominal und retroperitoneal erklärt z.T. die hohe Frequenz lymphogener 

Metastasen (Hohenberger et al., 2003).  

 

 

1.3   Das Magenkarzinom 

 

Das Magenkarzinom ist weltweit die zweithäufigste Todesursache aller 

Krebserkrankungen, mit einer starken regionalen Häufung in Japan und China. 

Die Inzidenz in Europa beträgt derzeit ca. 15 Neuerkrankungen pro 100.000 

Einwohner (Wayman et al., 2001; Terry et al., 2002). Während der letzten  50 
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Jahre nahm nicht nur die Mortalität, sondern auch die Inzidenz des 

Magenkarzinoms weltweit, insbesondere in den Industrienationen, ab (Wayman et 

al., 2001; Parker et al., 1997). Dies ist nicht nur auf verbesserte Lebens- und 

Ernährungsbedingungen zurückzuführen, sondern auch auf die Einführung der 

Antibiotikatherapie der Helicobacter-pylori-Infektion, seit bekannt ist, dass diese 

Infektion eine Prädispostion für das Magenkarzinom darstellt (Correa et al., 2000).  

Unabhängig von ethnischer Zugehörigkeit oder Geschlecht existiert ein enger 

Zusammenhang zwischen Magenkarzinomen und Alter, wobei der Häufigkeits-

gipfel jenseits des 50. Lebensjahres liegt (Wayman et al., 2001; Kranenbarg et al., 

1998).  

Die bereits im Jahre 1965 durch Lauren eingeführte histologische Klassifikation 

der Magenkarzinome in einen diffusen und intestinalen Typ hat sich bis heute 

bewährt, vor allem auch wegen seinen therapeutischen Implikationen (Lauren, 

1965). Der intestinale Typ tritt eher im distalen Abschnitt des Magens und bei 

älteren Patienten auf, während der diffuse Typ häufiger jüngere Menschen betrifft 

und keine bevorzugte Lokalisation aufweist. (La Vecchia et al., 1992). 
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1.4   DNA-Hypermethylierung in der Karzinogenese 
 

Neoplasien können nicht nur durch die fehlerhafte Aktivierung von Onkogenen, 

sondern auch durch die fehlerhafte Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 

(TSG) entstehen (DePinho et al., 2001; Hakem et al., 2001; Knudson et al., 2001). 

Tumorsuppressorgene sind Gene, deren Proteinprodukte das Tumorwachstum 

supprimieren können. Sie sind durch unterschiedliche Funktionen an einer 

restriktiven Regulation des Zellzyklus beteiligt und wirken dadurch etwaigen 

Tendenzen zu unkontrolliertem Zellwachstum entgegen.  

In jeder normalen Zelle wird die Genaktivität durch Methylierung cytosin- und 

guaninreicher DNA-Abschnitte (CpG-Inseln) der Promotoren reguliert. Nach 

Anbringung einer Methylgruppe an eine Cytosinbase durch die DNA-Methyl-

transferasen können Transkriptionsfaktoren, vermutlich aufgrund einer sterischen 

Behinderung, nicht mehr an den Promotor binden und das Gen ist somit 

funktionell inaktiviert (Tate el al., 1993; Kass et al., 1997; Iguchi-Ariga et al., 1989). 

Ein weiterer plausibler Mechanismus, durch den DNA-Hypermethylierung die 

Genexpression regulieren kann ist mit Hilfe von Proteinen, die bevorzugt 

methylierte Promotoren binden und somit die Bindung von Transkriptionsfaktoren 

an ihre Zielgene verhindern (Schwarz et al., 1997; Jost et al., 1992; Huang et al., 

1984). Dieser Mechanismus ist nach heutigem Stand der Wissenschaft wichtiger. 

Die aberrante Methylierung von Promotoren, die die Expression des jeweiligen 

Genes kontrolliert, stellt einen sehr bedeutenden und effektiven Mechanismus zur 

Inaktivierung von TSG dar (Baylin et al., 2002). Während bei den Onkogenen 

häufig die Aktivierung eines Allels zur Tumorpromotion ausreicht, müssen bei den 
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TSG beide Allele strukturell oder funktionell ausgeschaltet sein (Sager, 1989). 

Neben der Methylierung beider Allele ist auch die Methylierung eines Allels in 

Kombination mit einer Deletion oder Mutation des anderen Allels möglich (Laird et 

al., 1996; Herman, 1999; Momparler et al., 2000; Jones et al., 2002; Esteller, 

2002). 

Die aberrante Methylierung (Hypermethylierung) verschiedener TSG ist in einer 

Vielzahl humaner Malignome zu finden. Dabei scheint es ein für jeden Tumortyp 

spezifisches Muster der Hypermethylierung verschiedener TSG zu geben (Esteller 

et al., 2002; Paz et al., 2003). In Studien zum oberen Gastrointestinaltrakt fand 

sich in Adenokarzinomen des Ösophagus häufig eine Hypermethylierung von APC 

und P16, aber nur selten eine Hypermethylierung von P14. Im Magenkarzinom 

sind dagegen die Gene APC, P16, P14 und hMLH1 häufig hypermethyliert 

(Kawakami et al., 2000; Eads et al., 2000; Esteller et al., 2000; Kang et al., 2001; 

Iida et al., 2000; To et al., 2002; Kuismanen et al., 1999; Fleisher et al., 1999). Die 

angegebenen Häufigkeiten variieren je nach Studie und können, zumindest zum 

Teil, durch methodische Unterschiede erklärt werden. Eine vergleichende Analyse 

der Methylierungsmuster von Ösophagus- und Magenkarzinomen innerhalb einer 

Studie unter Verwendung der gleichen Methoden wurde jedoch bisher nicht 

durchgeführt. Ferner wurde die Prävalenz der Hypermethylierung von APC, P16 

und P14 in Adenokarzinomen der Kardia bisher noch nicht untersucht. Somit ist es 

gegenwärtig unklar, ob signifikante Unterschiede in den Methylierungsmustern 

dieser TSG zwischen Adenokarzinomen des Ösophagus, der Kardia und des 

Magens existieren. Außerdem ist es unbekannt, ob ein Methylierungsmuster mit 
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einem histologischen Subtyp korreliert ist, wie es z.B. beim Mammakarzinom 

gezeigt werden konnte (Lehmann et al., 2002).   

 

 

1.5    Die Tumorsuppressorgene P16, P14, APC und das DNA-   

 Reparaturgen hMLH1 

 

1.5.1   P16 und P14 

 

Die INK4a-Region auf Chromosom 9q21 kodiert durch alternatives Splicing sowohl 

für das P16-Protein als auch für das P14-Protein (Duro et al., 1995; Mao et al., 

1995) Die durch verschiedene Leseraster generierten Proteine sind einander in 

ihrer Struktur ähnlich und haben jeweils eine inhibitorische Wirkung im Zellzyklus 

(Quello et al., 1995).  

Das P16-Genprodukt ist ein Inhibitor der Cyclin-abhängigen Kinase 4 (CDK4), 

welches die Serin/Threonin-Reste des Retinoblastoma-Proteins phosphoryliert 

(Sherr, 1994; Weinberg, 1995). Durch Erhaltung des Retinoblastoma-Proteins in 

einem unphosphorylierten Zustand verhindert P16 den Übergang in die S-Phase 

und somit die Proliferation. P14 hemmt dagegen das Zellwachstum, indem es die 

MDM2-Inhibition (murine double minute Gen 2) von P53 aufhebt und dadurch die 

P53-vermittelte Apoptose erleichtert (Zhang et al., 1998). 
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1.5.2   APC 

 

Das APC-Gen (Adenomatöse Polyposis Coli) liegt auf Chromosom 5q21 (Bodmer, 

1987). Es besteht aus 8535 Basenpaaren, die sich über 21 Exone erstrecken 

(Thliveris, 1996) und für ein Protein mit 2843 Aminosäuren kodieren (Horii et al., 

1993). Das APC-Gen hat 2 Promotorregionen: 1A und 2B, wobei in erster Linie 

Promotor 1A aktiv ist (Lambertz et al., 1993). Neben Mutationen des APC-Gens, 

die sehr früh in der Entwicklung von Neoplasien auftreten (Powell et al., 1992) und 

mit der Entwicklung von familiären und sporadischen intestinalen Neoplasien 

assoziiert sind (Wong et al., 1996), wurde eine Hypermethylierung der APC-

Promotorregion in einer Reihe von gastrointestinalen Tumoren beobachtet, v.a. im 

Kolonkarzinom, Ösophaguskarzinom und Magenkarzinom (Esteller, 2000; 

Tsuchiya, 2000). Die Inaktivierung des APC-Gens kann zu einer Aktivierung des 

Proto-Onkoproteins ß-Catenin führen.  
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1.5.3   hMLH1 

 

Das hMLH1-Gen liegt auf Chromosom 3p21. Es besteht aus 100 kbp 

(Kilobasenpaaren), die sich über 19 Exone erstrecken und codiert für ein 756 

aminosäurenlanges Protein. hMLH1 gehört zu der Gruppe der DNA-Mismatch 

Repair (MMR) Gene (Fishel et al., 1993; Papadopoulos et al., 1994). Diese MMR-

Gene können fehlerhaft replizierte DNA-Basen erkennen und durch die richtigen 

Nukleotide ersetzen. So wird die Genauigkeit der DNA-Replikation deutlich erhöht. 

Die Inaktivität dieser zellulären Schutzsysteme führt zu erhöhten Mutationsraten 

und genetischer Instabilität, was als Mikrosatelliteninstabilität bezeichnet wird 

(Modrich et al., 1996). So findet sich bei primären nicht-heriditären 

Kolonkarzinomen mit Mikrosatelliteninstabilität eine Hypermethylierung der 

Promotorregion des hMLH1-Gens und ein Verlust der Proteinexpression (Kane et 

al., 1997).  

 

 



                                                                                                   2. Aufgabenstellung 
 

 10 
 

2.   Aufgabenstellung 

 

In der aktuellen Studie haben wir die Hypermethylierung der TSG P16, P14, APC 

und des DNA-Reparaturgens hMLH1 in 50 Adenokarzinomen des Ösophagus, 50 

Adenokarzinomen der Kardia und in 50 Adenokarzinomen des Magens, unter 

Berücksichtigung verschiedener histologischer Subtypen, untersucht. 

Zusätzlich haben wir die Expression des P16-Proteins und des hMLH1-Proteins 

immunhistologisch bestimmt und mit dem Methylierungsstatus verglichen. 
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3.   Material und Methoden 

 

 

3.1  Untersuchungskollektiv 

 

Das 150 Patienten umfassende Kollektiv dieser Untersuchung bestand aus jeweils 

50 Patienten mit einem Adenokarzinom des Ösophagus, der Kardia und des 

Magens. Die Resektionen des Primärtumors erfolgten zwischen dem 1.1.1987 und 

31.12.2001 ohne präoperative Chemo- oder Radiotherapie. Die Patienten mit 

Ösophaguskarzinom waren mehrheitlich männlich (45 von 50, 90%) und zwischen 

35 und 81 Jahren alt (Median 62 Jahre). Bei den Patienten mit Kardiakarzinom 

fand sich eine nahezu identische Verteilung: 45 von 50 Patienten waren männlich 

(90%) und zwischen 38 und 79 Jahren alt (Median 63 Jahre). Im Gegensatz dazu 

waren die Patienten mit Magenkarzinom deutlich älter (37 bis 89 Jahre, Median 

70) und wiesen mit 23 männlichen und 27 weiblichen Patienten ein nahezu 

ausgeglichenes Geschlechterverhältnis auf.  
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3.2   Histologische Untersuchungen 

 

Die Resektate von Ösophagus, Kardia und Magen wurden für eine routinemäßige 

histologische Untersuchung in 10%igem, gepuffertem Formalin fixiert, 

zugeschnitten und in Paraffin eingebettet. Für die nachfolgenden Untersuchungen 

wurden 5 µm dicke Paraffinschnitte mit Hämatoxylin und Eosin angefärbt. 

Die Unterscheidung zwischen Adenokarzinomen des Ösophagus und der Kardia 

wurde gemäß von Standardkriterien durchgeführt (Siewert et al., 1998). Die pT-

Kategorie und pN-Kategorie der Tumore wurde gemäß der aktuellen TNM-

Klassifikation bestimmt (Sobin et al., 2002). Dabei wurden die Kardiakarzinome im 

TNM-System wie Magenkarzinome klassifiziert, da bislang kein alternatives 

Klassifikationssystem vorliegt.  

Das Tumorgrading wurde für alle Karzinome gemäß der WHO-Klassifikation 

bestimmt (Hamilton et al., 2000). Alle Magenkarzinome mit einem Siegelringzell-

Anteil von mehr als 5% wurden als G3 klassifiziert. Auch Ösophagus- und 

Kardiakarzinome wurden nach diesem Schema klassifiziert, da keine anderen 

Klassifizierungssysteme vorliegen. Die Patienten- und Tumoreigenschaften sind in 

Tabelle 1 zusammengefasst.  
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Tabelle 1. Klinisch-pathologische Parameter von 150 untersuchten 
                 Adenokarzinomen (ADC) 

 ADC des 
Ösophagus 

ADC der 
Kardia 

ADC des 
Magens 

Alter    
Median (Spanne) 62 (33 - 81) 63 (38 - 79) 70 (37 - 89) 

Geschlecht    
Männlich 
Weiblich 

45 (90%) 
5 (10%) 

45 (90%) 
5 (10%) 

23 (46%) 
27 (54%) 

pT Kategorie    
1 
2 
3 
4 

16 (32%) 
10 (20%) 
23 (46%) 
1 (2%) 

6 (12%) 
25 (50%) 
13 (26%) 
6 (12%) 

13 (26%) 
22 (44%) 
13 (26%) 
2 (4%) 

pN Kategorie     
0 

1 - 3 
21 (42%) 
29 (58%) 

13 (26%) 
37 (74%) 

18 (36%) 
32 (64%) 

Grading    
1 
2 
3 
 

2 (4%) 
20 (40%) 
28 (56%) 

 

1 (2%) 
14 (28%) 
35 (70%) 

 

2 (4%) 
15 (30%) 
33 (66%) 

 
WHO-Klassifikation    

Adenokarzinome 
Siegelringzellkarzinome 

47 (94%) 
3 (6%) 

45 (90%) 
5 (10%) 

32 (64%) 
18 (36%) 

Lauren-Klassifikation    
Intestinal 

Diffus 
Gemischt 

44 (88%) 
0 

6 (12%) 

38 (76%) 
1 (2%) 

11 (22%) 

25 (50%) 
13 (26%) 
12 (24%) 
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3.3   Molekulargenetische Untersuchung 

 

3.3.1   DNA-Präparation 

 

Zunächst wurde auf der Grundlage der vorangegangenen histologischen 

Untersuchungen von jedem der 150 Resektate je ein Paraffinblock mit 

Normalgewebe und mit Karzinomgewebe ausgewählt. Von diesem Paraffinblock 

wurden jeweils 5 x 5 µm dicke Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden in Xylol 

entparaffiniert und anschließend in der absteigenden Alkoholreihe in das wässrige 

Milieu gebracht. Später wurden die Schnitte leicht mit Hämatoxilin gegengefärbt. 

Nach Identifikation der interessierenden Gewebeareale wurden diese unter 

mikroskopischer Kontrolle mit einem sterilen Skalpell vom Objektträger abgekratzt 

und in ein steriles PCR-Reaktionsgefäß (1.5 ml Volumen) mit 200 µl TE-Puffer 

überführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass immer etwa gleichgroße Areale 

verwendet wurden. Anschließend wurde das Gewebe mit 20 µl Proteinase K (25 

mg/ml) über Nacht (16h) bei 55 °C im Thermoinkubator verdaut. Durch 

achtminütige Erhitzung auf 94°C wurde die Proteinase K schließlich inaktiviert. 

2 µl dieser DNA-Präparation wurden hiernach ohne weitere Aufreinigung für die 

nachfolgende Bisulfitumwandlung eingesetzt.   

 

 

 



                                                                                          3. Material und Methoden 
 

 - 15 - 
 

3.3.2   DNA-Modifikation 

 

Zur Analyse des Methylierungsstatus wurde die methylierungspezifische 

Polymerasekettenreaktion (MSP) benutzt, wie sie von Herman et al. (1996) 

beschrieben wurde.  

Sie beruht auf der Beobachtung, dass durch Natriumbisulfit in genomischer DNA 

unmethyliertes Cytosin zur Base Uracil deaminiert wird, welches bei den 

nachfolgenden Amplifikationsschritten homolog zu Thymidin ist. Bei methyliertem 

Cytosin findet dagegen keine chemische Änderung statt. Letztlich wird dadurch in 

Abhängigkeit vom bestehenden Methylierungstatus die Basensequenz der DNA 

geändert. Die Amplifikation in der anschließenden PCR erfolgt durch speziell 

designte Primer, die entweder nur an veränderte (d.h. vorher unmethylierte) oder 

unveränderte (d.h. vorher methylierte) DNA-Abschnitte binden.  

Der Vorteil der Untersuchungen, die auf Natriumbisulfit basieren, ist, dass nur sehr 

kleine Mengen an DNA benötigt werden. Somit sind sie auch für Untersuchungen 

geeignet, bei der die DNA aus Paraffinmaterial präpariert wurde. 
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3.3.3    Real-time methylierungsspezifische PCR  

 

Die Echtzeit-MSP wurde in einem LigthCycler durchgeführt (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Deutschland). 

 

 

            
Abb. 1 und 2 : LightCycler  

 

 

Für die MSP wurde 2 µl genomischer DNA wie oben beschrieben, mit Hilfe eines 

CpG-Modifikationskit (CpG Genome, DNA modofication kit, Intergen, Purchase, 

New York, USA) nach den Anweisungen des Herstellers modifiziert.  
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Die MSP für die Zielgene P16, P14, APC und hMLH1 wurde mit einem 

Endvolumen von 20 µl durchgeführt. 

Darin enthalten waren:  

 

 

10,2    µl      Aqua destillata 

2,0      µl      MgCl 

2,0      µl      Hot Star Polymerase 

1,2      µl      vom jeweiligen Primer 

1,0      µl      Taqman P 

0,4      µl      dUTP 

18      µl       Mastermix 

2 µl bisulfitbehandelter DNA enthalten 100 ng DNA 

 

Der fertig gestellte Mastermix wurde zentrifugiert und 18 µl hiervon in die 

Glaskapillaren gefüllt. Dann kam in jede Glaskapillare 2 µl der jeweiligen DNA 

hinzu bzw. in eine Glaskapillare destilliertes Wasser als Negativkontrolle. Jedes 

Experiment beinhaltete auch eine Positivkontrolle mit bekannter 

Hypermethylierung des jeweiligen Gens. Nach der Zentrifugation wurden die 

Glaskapillaren in das LightCycler-Karussell eingesetzt, dass entsprechende 

Programm für jedes Gen aufgerufen und der LigthCycler gestartet. Für die 
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Analyse der MSP-Ergebnisse wurde die LightCycler-Software Version 3.5 benutzt 

(Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).  

Jede Probe, die ein typisches s-fömiges Fluoreszenzsignal zeigte, wurde als 

hypermethyliert gewertet. 

Vor der Analyse der Zielgene wurde das Vorhandensein von intakter, 

amplifizierbarer DNA geprüft. Dies geschah für jede Probe mit Hilfe der 

Amplifizierung des Referenzgens MYOD1 (Myogenic Differentiation 1) mit dem 

gleichen MasterMix wie für die Zielgene. Die Primer und Sonden für das MYOD1-

Gen sind in einem Gebiet ohne CpG-Nukleotide lokalisiert, so dass die 

Amplifizierung von MYOD1 durch MSP unabhängig vom Methylierungsstand der 

CpG-Inseln auftritt. 

 

Die Sequenzen der Primer und Sonden und die MSP Bedingungen sind in 

Tabelle 2 zusammengefasst. 
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Tabelle 2. Primer und Sonden für die untersuchten Genorte und Bedingungen 
                 der methylierungsspezifischen PCR (MSP) 
Gen Primer und Sonden (5´FAM und 3´TAMRA) MSP-Bedingungen 

APC F: GAA CCA AAA CGC TCC CCA T 
R: TTA TAT GTC GGT TAC GTG CGT TTA TAT 
Sonden: CCC GTC GAA AAC CCG CCG ATT A 

 1.  10 Min 95 °C, 
 2.  10 Sek 95 °C, 
 3.    5 Sek 58 °C, 
 4.    8 Sek 72 °C, 
5.   → 60 Zyklen 2.-4. 
6. 30 Sek 40° C 

P16INK4A F: TGG AGT TTT TGG TTG ATT GGT T 
R: AAC AAC ACC CAC ACC TCC T 
Sonden: ACC CAA CCC CAA ACC ACA 

 1.  10 Min 95 °C, 
 2.  10 Sek 95 °C 
 3.    5 Sek 58 °C 
 4.    8 Sek 72 °C 
 5.    → 50 Zyklen 2.-4. 
 6.  30 Sek 40 °C 

P14ARF F: ACG GGC GTT TTC GGT AGT T 
R: CCG AAC CTC CAA AAT CTC GA 
Sonden: CGA CTC TAA ACC CTA CGC ACG 
CAA AA 

 1.  10 Min 95 °C, 
 2.  10 Sek 95 °C, 
 3.    5 Sek 60 °C, 
 4.    8 Sek 72 °C, 
5. → 50 Zyklen 2.-4. 
6.  30 Sek 40 °C 

hMLH1 F: CGT TAT ATA TCG TTC GTA GTA TTC GTG 
TTT 
R: CTA TCG CCG CCT CAT CGT 
Sonden: CGC GAC GTC AAA GC CAC TAC G 

 1.  10 Min 95 °C  
 2.  10 Sek 95°C 
 3.    5 Sek 65°C 
 4.    8 Sek 72°C 
5. → 50 Zyklen 2.-4. 
6.  30 Sek 40 °C 

MYOD1 F: GGA TTT ATA TTT ATG TGG TGG GTG G 
R: CCA ACT CCA AAT CCC CTC TCT AT 
Sonden: GTT AGG GGA TAG AGG GAG GTA 
TTT AGG TTG 

 1.  10 Min 95 °C, 
 2.  10 Sek 95 °C, 
 3.    5 Sek 61 °C, 
 4.    8 Sek 72 °C, 
5. → 60 Zyklen 2.-4. 
6.  30 Sek 40 °C 
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Bei der LightCycler PCR wird die Temperaturverteilung mit Hilfe von Luft erreicht. 

Ein Ventilator stellt sicher, dass die erhitzte Luft gleichmäßig in der thermischen 

Kammer verteilt wird und dass an jeder Position des Rotors die gleiche 

Temperatur herrscht. Auf diese Weise kann eine programmierte 

Temperaturgenauigkeit von +/- 0,3 °C erzielt werden. Die Temperaturen in der 

Kammer können durch eine sehr schnelle Temperaturverteilungsrate von bis zu 

20 °C pro Sekunde, innerhalb weniger Sekunden, erreicht werden. Die PCR findet 

in speziell angefertigten Glaskapillaren statt, die Platz für bis zu 20 µl 

Reaktionsansatz bieten. Bis zu 32 Glaskapillaren können in einem einzigen Lauf in 

ein Karussell eingesetzt werden, dass in der Kammer rotiert. Die optimale 

Position, sowohl für das Karussell als auch für die optische Einheit, wird für jede 

einzelne Glaskapillare in einem Suchprozess vor jedem PCR-Lauf durchgeführt.  

Durch die Kombination von, einerseits Luft zur schnellen Temperaturverteilung 

und andererseits günstige Oberflächen zum Volumenverhältnis der Glaskapillaren, 

dauert ein PCR-Zyklus weniger als 30 Sekunden. Ein kompletter PCR-Lauf mit 30 

- 40 Zyklen kann so in 20 - 30 Minuten durchgeführt werden 
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3.3.4 TaqMan-Sonden 

 

Zum Nachweis der MSP-Produkte wählten wir TaqMan-Sonden. Das sind kurze  

Oligonukleotide, die mit einem mittleren Bereich der Test-DNA hybridisieren. Sie 

tragen an einem Ende einen Reporterfarbstoff und am anderen einen Quencher. 

Quencher sind Moleküle, welche die Fluoreszenz von Farbstoffen in ihrer Nähe 

unterdrücken. Die Polymerasen im PCR-Ansatz sind in der Lage die TaqMan-

Sonden bei der Verdopplung der DNA-Vorlage abzubauen. Dabei setzen sie 

zunächst den Reporterfarbstoff frei, welcher somit aus dem Einflussbereich des 

Quenchers gelangt. Auf diese Weise wird die Fluoreszenz des Farbstoffs nur dann 

messbar, wenn die Polymerase tatsächlich den gewünschten DNA-Strang kopiert 

hat. Jedes freigesetzte Molekül an Rezeptorfarbstoff steht dabei für einen 

gebildeten DNA-Strang. Daher kann man mit TaqMan-Sonden tatsächlich 

jederzeit die Menge gebildeter DNA nachweisen (Mullis et al., 1987; Higuchi et al., 

1992; Wilfingseder et al., 2002; Reidhaar-Olsen et al., 2001). 

 

3.4 P16 und hMLH1 Immunhistochemie 

 

Für die Immunhistochemie wurden gleichfalls 5 µm dicke histologische Schnitte 

von einem repräsentativen Tumorblock gefertigt. Nach Entparaffinierung und 

Antigendemaskierung im Dampfdrucktopf wurde der monoklonale P16-Antikörper 

(Clone: 16P07; Neomarkers, Westinghouse, Fremont, CA, USA) in einer 

Verdünnung von 1:50 aufgetragen. Der monoklonale hMLH1-Antikörper (Clone: 



                                                                                          3. Material und Methoden 
 

 - 22 - 
 

G168-728; BD Biosciences, San Diego, CA, USA) wurde dagegen 1:120 verdünnt. 

Sekundär- und Tertiärantikörper wurden entsprechend einem Standard avidin-

biotin-peroxidase Protokoll aufgebracht. Als Nachweissystem wurde die LSAB-

Methode (Labeled-Strepavidin-Biotin) benutzt (SkyTek Laboratories, Utah, USA). 

Die Anzahl der markierten Tumorzellen wurde semiquantitativ bestimmt, wobei 

jede Probe in einem der drei folgenden Kategorien eingeteilt wurde: 0 (0 – 4 % 

positive Tumorzellen), I (5 - 56 %), II (51 - 100 %). Die Auswertung der 

Proteinexpression wurde ohne Kenntnis der Ergebnisse der Methylierungsanalyse 

bestimmt und umgekehrt.  

 

 

3.5 Statistik 

 

Der Vergleich zwischen der Methylierungsfrequenz von P16, P14, APC und 

hMLH1 in den jeweiligen untersuchten Gruppen wurde mit dem χ2-Test 

durchgeführt. P-Werte von < 0,05 wurden als signifikant bewertet. 
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3.6 Verwendete Materialien und Geräte 
 

Materialien  Quelle 

Aqua dest Braun 

Biotin Sigma 

Borsäure Merck 

Citrat Merck 

Diaminobenzidin ScyTek 

dNTPs Qiagen 

EDTA Merck 

Ethanol Riedel-de Haen und Merck 

Formaldehyd (Formalin) Merck 

H2O2 Merck 

MgCl Roche 

NaOH Merck 

ß-Mercaptoethanol Calbiochem 

TaqMan-Sonden MWG 

Tris Merck 

Hot Star-Fast start Roche  

Proteinase K Merck 

LightCycler Roche  
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Schüttelgerät, MS1 Minishaker IKA 

Drucker Epson und Hewlett-Packard 

Thermoinkubator Eppendorf 

Thermomixer compact Eppendorf 

Zentrifuge MicroD Fisher Scientific 
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4.   Ergebnisse 
 
 
4.1    Hypermethylierung von P16 

 
Die Hypermethylierung von P16 wurde in 27 von 50 (54%) Adenokarzinomen des 

Ösophagus, in 18 von 50 (36%) Adenokarzinomen der Kardia und in 5 von 50 

(10%) Adenokarzinomen des Magens gefunden. Hierbei waren Ösophagus- und 

Kardiakarzinome jeweils signifikant häufiger hypermethyliert als Magenkarzinome 

(p<0,0001 bzw. p=0,0020). Das korrespondierende Normalgewebe wies keine 

P16-Hypermethylierungen auf (Vgl. Abb. 3). Die Siegelringkarzinome (WHO-

Klassifikation) waren signifikant seltener (15,4%) hypermethyliert, als die anderen 

Typen des Adenokarzinoms (37,1%; p=0,0327). Keiner der 14 Karzinome vom 

diffusen Typ (Lauren-Klassifikation) wies eine Hypermethylierung auf, wohingegen 

36,5% der intestinalen Tumoren und 37,9% der gemischten Tumoren eine 

Hypermethylierung zeigten (p=0,0208). Eine Korrelation mit der pT- oder pN- 

Kategorie lag nicht vor. 
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Abb. 3: Fluoreszenzkurven des P16 -Gens in der Kardia. NT = Normalgewebe,  

  CA = Karzinomgewebe 

 
4.2   Hypermethylierung von P14 
 
Die Hypermethylierung von P14 fehlte in Adenokarzinomen des Ösophagus 

vollständig und kam nur selten in Adenokarzinomen der Kardia (1 von 50; 2%) und 

in Adenokarzinomen des Magens (5 von 50; 10%) vor, wobei nur der Unterschied 

zwischen Adenokarzinomen des Ösophagus und Adenokarzinomen des Magens 

statistisch signifikant ausfiel (p=0,0218). Das korrespondierende Normalgewebe 

wies keine P14-Hypermethylierung auf.  
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Abb. 4: Floureszenzkurven des P14-Gens im Magen. NT = Normalgewebe,  

  CA = Karzinomgewebe 

 

 
4.3   Hypermethylierung von APC 
 
Die Hypermethylierung von APC wurde in 39 von 50 (78%) Adenkarzinomen des 

Ösophagus, in 16 von 50 (32%) Adenokarzinomen der Kardia und in 42 von 50 

(84%) Adenokarzinomen des Magens gefunden. Verglichen mit dem 

Kardiakarzinom waren das Ösophagus- und das Magenkarzinom jeweils 

signifikant häufiger hypermethyliert (jeweils p<0,0001).  

Eine Hypermethylierung von APC im jeweilig mit untersuchtem Normalgewebe lag 

nur bei einem Patienten mit Ösophaguskarzinom und bei einem Patienten mit 

Magenkarzinom vor. In der Gesamtheit der untersuchten Tumore wurde keine 
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Korrelation zwischen der Hypermethylierung von APC und den Parametern pT, 

pN, Grading und Lauren-Klassifikation gefunden. In Bezug auf die WHO-

Klassifikation zeigten Siegelringzellkarzinome eine Tendenz für eine höhere 

Prävalenz der APC-Hypermethylierung (80,8%) als die anderen Typen des 

Adenokarzinoms (tubulär, papillär, muzinös) (61,3%), wobei die statistische 

Signifikanz nur knapp verfehlt wurde (p=0,0589). 

 

Abb. 5: Floureszenzkurven des APC-Gens in der Kardia. NT = Normalgewebe,  

  CA = Karzinomgewebe.  
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4.4   Hypermethylierung von hMLH1 
 
Die Hypermethylierung von hMLH1 wurde in 7 von 50 Adenokarzinomen des 

Ösophagus (14%), in 14 von 50 Adenokarzinomen der Kardia (28%) und in 16 von 

50 (32%) Adenokarzinomen des Magens gefunden. Nur die Differenz zwischen 

Ösophagus- und Magenkarzinomen erreichte statistische Signifikanz (p=0.03). In 

dem korrespondierenden Normalgewebe konnte eine hMLH1-Hypermethylierung 

nicht entdeckt werden. Die Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter 

zeigte, dass eine hMLH1-Hypermethylierung öfter in niedrigen pT-Kategorien (pT1 

/ pT2) vorkommt als in höheren pT-Kategorien (pT3 / pT4) und öfter in pN0-Fällen 

als in Lymphknoten-positiven Fällen (p=0,003). Es konnte keine Korrelation 

zwischen der hMLH1-Hypermethylierung und der WHO-Klassifikation, der Lauren 

Klassifikation und dem Tumorgrading festgestellt werden. 
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Positivkontrolle

CA-1

NT-1

Negativkontrolle

 

Abb. 6: Fluoreszenzkurven des hMLH1-Gens im Ösophagus. NT = Normal- 

  gewebe, CA = Karzinomgewebe.   

 
4.5   Expression von P16-Protein 

 
Eine nukleäre und/oder zytoplasmatische Färbung der Tumorzellen in der P16-

Immunhistochemie wurde als positiv gewertet. Bei den Ösophaguskarzinomen 

waren 72% vollständig negativ (Kategorie 0), 4% waren schwach positiv 

(Kategorie I, 5 - 50% positive Zellen) und 24% waren stark positiv (Kategorie II, 51 

- 100% positive Zellen). Unter den Adenokarzinomen der Kardia waren 42% in 

Kategorie 0, 12% in Kategorie I und 46% in Kategorie II. 20% der Adenokarzinome 

des Magens waren in Kategorie 0, 14% in Kategorie I und 66% in Kategorie II. 

Unter den nicht-neoplastischen Zellen des Ösophagus und des Magens wurde die 

Expression von P16-Protein in vereinzelten Zellen der Basalschicht und der 
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benachbarten Schichten des Plattenepithels des Ösophagus und im Drüsenepithel 

des Fundus, sowie in vereinzelten Lymphozyten gefunden.  

 

 

4.6    Korrelation zwischen P16-Proteinexpression und    
 Genhypermethylierung 
 
Ein kompletter Verlust der P16-Proteinexpression (Kategorie 0) war in insgesamt 

67 der 150 untersuchten Adenokarzinomen vorhanden. Von diesen 67 Fällen 

zeigte die Mehrheit von 39 Tumoren (58,2%) eine gleichzeitige Hypermethylierung 

des P16 Gens. Im Gegensatz dazu zeigten nur 10 von 83 Fällen, in denen eine 

P16-Proteinexpression vorhanden, war eine begleitende Hypermethylierung des 

P16 Gens (p<0,0001). 

 

 

4.7   Expression von hMLH1-Protein 
 
Das vollständige Fehlen einer Reaktivität mit dem verwendeten hMLH1-Antikörper 

wurde bei positiver interner Kontrolle, z.B. durch Entzündungs- oder Stromazellen, 

als Proteinverlust gewertet. Alle anderen Fälle galten als positiv, wobei nur die 

nukleäre Reaktivität gewertet wurde. Der Verlust der hMLH1-Proteinexpression 

konnte in keinem Adenokarzinom des Ösophagus festgestellt werden. Bei den 

Adenokarzinomen der Kardia und des Magens trat der Verlust der hMLH1-

Proteinexpression in jeweils 5 Fällen (10%) auf. 
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.  

Abb. 7:  Oben: hMLH1-positives Barrettkarzinom 

    Unten: hMLH1-negatives Magenkarzinom, bei positiver interner   

    Kontrolle durch Lymphozyten und Fibroblasten 

 



                                                                                                             4. Ergebnisse 
 

 - 33 - 
 

4.8    Korrelation zwischen hMLH1-Proteinexpression und    

 Genhypermethylierung 

 

Alle 10 Fälle mit einem Verlust der hMLH1-Proteinexpression zeigten eine 

gleichzeitige hMLH1-Hypermethylierung. Dagegen zeigte kein Fall einen 

Proteinverlust ohne Genhypermethylierung. Jedoch zeigten nur 10 der 37 

Karzinome mit Hypermethylierung (27%) einen gleichzeitigen Verlust der hMLH1-

Proteinexpression. 

 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 und 4 zusammengefasst. 

Tabelle 3. Frequenz der APC und p14ARF  Genhypermethylierung in Adeno- 

                 karzinomen (ADC) des Ösophagus, der Kardia und des Magens. 

 
APC p14ARF 

ADC des 
Ösophagus 

(n = 50) 

 

39 (78%) 

 

0 

ADC der 
Kardia 

(n = 50) 

 

16 (32%) 

 

1 (2%) 

ADC des 
Magens 

(n = 50) 

 

42 (84%) 

 

5 (10%) 
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Tabelle 4. Frequenz der p16INK4  und hMLH1 Genhypermethylierung und Verlust  

                der Proteinexpression in Adenokarzinomen (ADC) des Ösophagus, der  

                Kardia und des Magens. 

p16INK4A hMLH1  

 

Hypermethylierung 

n (%) 

Verlust der 

Protein-

expression 

n (%) 

 

Hypermethylierung 

n (%) 

Verlust der 

Protein-

expression 

n (%) 

ADC des 
Ösophagus 

(n = 50) 

 

27 (54%) 

 

36 (72%) 

 

7 (14%) 

 

0 

 

ADC der 
Kardia 

(n = 50) 

 

18 (36%) 

 

21 (42%) 

 

14 (28%) 

 

5 (10%) 

 

ADC des 
Magens 

(n = 50) 

 

5 (10%) 

 

10 (20%) 

 

14 (28%) 

 

5 (10%) 
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5.   Diskussion 
 
 
Die vorliegende Studie untersucht die Häufigkeit der Genhypermethylierung von 

APC, P14, P16 und hMLH1 in drei benachbarten Adenokarzinomen des oberen 

Gastrointestinaltraktes, dem Ösophagus-, Kardia- und Magenkazinom. Für jedes 

getestete Gen lies sich eine Hypermethylierung nachweisen, allerdings in sehr 

verschiedener Häufigkeit. Dabei war das APC-Gen in den verschiedenen 

Tumortypen am häufigsten (32 - 84%) und das P14-Gen am seltensten 

hypermetyliert (0 - 10%). Ein größerer Anteil der Karzinome war auch im P16-Gen 

(10 - 54%) und hMLH1-Gen (14 - 28%) hypermethyliert. Während in vielen 

anderen Genen (HIC1 oder MTHFR) die Hypermethylieung Ausdruck normaler 

Zellalterung und -reifung ist (Eads et al., 2001), war in dieser Untersuchung eine 

Hypermethylierung stets im Tumorgewebe, nicht aber im korrespondierendem 

Normalgewebe zu finden (abgesehen von zwei Ausnahmen). Daran wird deutlich, 

dass die Hypermethylierung der von uns untersuchten Gene einen 

pathologischen, für die Karzinogenese bedeutsamen, Mechanismus darstellt.  

Die Geninaktivierung der untersuchten TSG und des DNA-Reparaturgens durch 

Hypermethylierung repräsentiert einen von mehreren Schritten in der molekularen 

Tumorprogression. Bislang können keine verlässlichen Angaben darüber gemacht 

werden, auf welcher Stufe der Karzinogenes die Hypermethylierung der von uns 

untersuchten Gene auftritt, da die morphologisch definierten Präkanzerosen 

bislang kaum untersucht wurden. Die spärlichen Daten deuten aber darauf hin, 

dass die Hypermethylierung von hMLH1 ein frühes Ereignis in der Karzinogenese 
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darstellt und daher möglicherweise als Marker für eine maligne Progression 

verwendet werden kann (Waki et al., 2002), wohingegen die Hypermethylierung 

von P16 ein spätes Ereignis in der Karzinogenese darstellt und daher nicht zur 

frühen Detektion einer malignen Progression geeignet ist (Kang et al., 2001). 

Die vorliegende Studie konnte in den drei untersuchten Tumorentitäten 

Ösophagus-, Kardia- und Magenkarzinom für die untersuchten Gene APC, P14, 

P16 und hMLH1 ein distinktes Muster der Hypermethylierung zeigen. Die 

Unterschiede in der Prävalenz der Hypermethylierung erreichen z.T. statistisch 

signifikante Werte. Diese Ergebnisse sprechen stark dafür, dass auch auf 

molekularer Ebene drei verschiedene Tumorentitäten vorliegen.  

Aber auch innerhalb eines Tumortyps zeigen verschiedene histologische 

Subtypen ein spezielles Methylierungsmuster auf. So waren in unserem Kollektiv 

die diffusen Magenkarzinome deutlich seltener P16-hypermethyliert als die 

intestinalen Karzinome nach Lauren. Eine Beobachtung, die von anderen Autoren 

bestätigt wird und zum Konzept geführt hat, dass dem diffusen und intestinalen 

Subtyp des Magenkarzinoms verschiedene molekulare Wege zugrunde liegen 

(Hamilton et al., 2000; Werner et al., 2001). Zusätzlich waren die 

Siegelringzellkarzinome häufiger APC-hypermethyliert als die anderen Typen des 

Adenokarzinoms. 

Auch bei anderen Tumorentitäten findet sich eine Korrelation zwischen 

Hypermethylierung und histologischem Subtyp: Beim Bronchialkarzinom ist P16 

häufiger in Plattenepithelkarzinomen als bei anderen nicht-kleinzelligen 

Karzinomen hypermethyliert (Kim et al., 2001) und das DAP-Kinasegen  häufiger 



                                                                                                              5. Diskussion 
 

 - 37 - 
 

im invasiv-lobulären Subtyp des Mammakarzinoms als im invasiv-duktalen Subtyp 

(Lehmann et al., 2002). 

Um die Konsequenzen der Genhypermethylierung für die Proteinexpression zu 

untersuchen, haben wir in allen Tumoren die Proteinexpression von P16 und 

hMLH1 immunhistologisch untersucht. Die Expression von P14 und APC wurde 

nicht untersucht, da hierfür derzeit keine Antikörper kommerziell erhältlich sind. 

Sowohl bei P16 als auch bei hMLH1 fand sich eine starke Korrelation zwischen 

Genhypermethylierung und Proteinverlust. Dieses Ergebnis zeigt, dass die 

Genhypermethylierung funktionell eine wichtige Ursache für einen 

Proteinexpressionsverlust sein kann.  

Allerdings konnten wir sowohl unmethylierte Karzinome mit Proteinverlust, als 

auch hypermethylierte Tumore mit erhaltener Proteinexpression von P16 

beobachten. Ersteres kann durch alternative Geninaktivierung mit Proteinverlust 

erklärt werden, z.B. homozygote Deletion oder Überexpression inhibierender 

Faktoren (Tokugawa et al., 2002). Der erhaltenen Proteinexpression bei 

Genhypermethylierung könnte eine Hemimethylierung zugrunde liegen. Da hier 

ein Allel hypermethyliert ist, bleibt die Proteinexpression wegen des noch aktiven 

Allels erhalten (Momparler et al., 2000; Jones et al., 2002).  

Interessanterweise wiesen die hMLH1-hypermethylierten bzw. proteinnegativen 

Tumoren signifikant häufiger niedrigere pT- und pN- Kategorien auf als nicht 

methylierte Tumoren. In anderen Arbeiten, die zu ähnlichen Ergebnissen kommen, 

fand sich eine starke Korrelation mit der Mikrosatelliteninstabiliät (Leung et al., 
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1999). Diese Ergebnisse haben zum Konzept geführt, dass mikrosatelliteninstabile 

Tumore eine eigene Entität mit distinkter molekularer Karzinogenese bilden. 
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6.   Zusammenfassung 

Titel:  Hypermethylierung der Tumorsuppressorgene P16, P14, APC und 

hMLH1 in Adenokarzinomen des oberen Gastrointestinaltraktes 

Doktorand: Erol Iskender 

Die Hypermethylierung von Promotern ist ein bedeutender Mechanismus bei der 

Entstehung von Tumoren. In der hier vorgestellten Untersuchung haben wir die 

Hypermethylierung der Tumorsuppressorgene P16, P14, APC und des DNA-

Reparaturgens hMLH1 in 150 Adenokarzinomen des oberen 

Gastrointestinaltraktes untersucht. Dabei wurden 50 Barrett-assoziierte 

Adenokarzinome des Ösophagus, 50 Adenokarzinome der Kardia und 50 

Adenokarzinome des Magens mit Hilfe der methylierungspezifischen real-time 

PCR auf das Vorhandensein von Hypermethylierungen in den jeweiligen 

Tumorsuppressorgenen untersucht. Zusätzlich wurde die Expression des P16-

Proteins und des hMLH1-Proteins immunhistochemisch bestimmt. In den 

untersuchten Adenokarzinomen des Ösophagus, der Kardia und des Magens 

wurde eine Hypermethylierung im APC-Gen (78% / 32% / 84%), im P16-Gen (54% 

/ 36% / 10%) und im hMLH1-Gen (14% / 28% / 32%) in z.T. signifikant 

unterschiedlicher Häufigkeit detektiert. Dagegen war eine Hypermethylierung von 

P14 in Ösophaguskarzinomen gar nicht und in Kardia- bzw. Magenkarzinomen 

selten zu finden (2% bzw. 10%). Ein vollständiger Verlust der P16-

Proteinexpression wurde in 45% aller Tumore detektiert und war signifikant mit der 

Hypermethylierung des P16-Gens korreliert (p<0.0001, χ2 Test). Auch der   

hMLH1-Proteinverlust, der in jeweils 10% Kardia- und Magenkarzinome vorlag, 

war bei den hypermethylierten Tumoren signifikant häufiger.  

Somit stellt die Hypermethylierung von P16, APC und hMLH1 ein häufiges und 

tumorspezifisches Ereignis in Adenokarzinomen des oberen 

Gastrointestinaltraktes da, wobei deutliche Unterschiede zwischen den 

Tumortypen evident sind. Die Hypermethylierung von P16 und hMLH1 führt häufig 

zu einer Geninaktivierung mit Proteinverlust.     
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