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Kapitel 1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist in vielen westlichen Landern nach dem Zervix- und dem
Endometriumkarzinom das dritthaufigste weibliche Genitalkarzinom. Es weist jedoch von
allen gynakologischen Tumoren die hochste Sterblichkeitsrate auf. In Deutschland
erkranken jahrlich circa 10.000 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Aufgrund des relativ
beschwerdefreien Wachstums befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung etwa
75 % der Tumoren in einem fortgeschrittenen Stadium und mehr als 6000 Frauen
versterben pro Jahr an dieser Erkrankung. Damit steht dieser Tumor an funfter Stelle bei
den Krebstodesursachen der Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 67 und
68 Jahren.

Hohe Inzidenzraten finden sich in den hoch entwickelten Industriestaaten Skandinaviens,
Westeuropas und den USA, niedrige Inzidenzraten dagegen in Afrika und Asien. Zu den
Risikofaktoren gehéren unter anderem das Alter der Frau, eine friihe Menarche, spate
Menopause und Kinderlosigkeit. Es wurde gezeigt, dass eine langerfristige Einnahme
oraler Kontrazeptiva, haufige Schwangerschaften und Stillzeiten, das Risiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken reduzieren (Pignata und Vermorken, 2004; Purdie et al.,
1995; Stadel, 1975; Tavani et al., 1993). Die Ursache fir diese protektive Wirkung liegt
vermutlich darin, dass diese Faktoren die Anzahl der Ovulationen reduzieren und so das
Risiko einer malignen Transformation senken.

Uber 90 % der ovariellen Neoplasien entstehen an der epithelialen Oberfliache des Ovars,
der Rest entwickelt sich aus Keimzellen oder Stromazellen. Unter den epithelialen
Neoplasien wird zwischen serdsen (30-70%), endometrioden (10-20%), muzindsen (5-
20%), klarzelligen (3-10%), transitionalzelligen (< 5%) und undifferenzierten (1%)
unterschieden. Dabei zeigen die serdsen (20-35%) und die undifferenzierten (11-29%) die
schlechtesten 5-Jahres-Uberlebensraten (Bjorkholm et al., 1982; Hogberg et al., 1993;
Sorbe et al., 1982). Bei der groRten Gruppe der epithelialen Tumoren, den serdsen
Ovarialkarzinomen, werden zwei Mechanismen der Tumorentstehung unterschieden, der
low-grade und der high-grade-Weg (Abbildung 1-1) (Shih und Kurman, 2004). 60-70 % der
low-grade Karzinome besitzen aktivierende Mutationen im KRAS- oder BRAF-Gen, welche
in high-grade Karzinomen kaum nachweisbar sind (Singer et al., 2003). Hingegen zeigen

high-grade Karzinome haufig Mutationen der Tumorsuppressorgene p53 und BRCA1/2
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(Breast Cancer) (Landen, Jr. et al., 2008). Ser6se high-grade Karzinome wachsen schnell,
haben keine nachweisbaren Vorlauferldsionen und zeigen ausgedehnte Kernatypien. Dies
sind Zeichen flr genomische Instabilitat verursacht durch Fehlfunktion des p53- und/oder

BRCA1/2-Proteins. Serdse low-grade Karzinome hingegen behalten ihre genomische Inte-

Low grade pathway | el KRAS/ BRAF

Mutationen

sk
High-grade carcinoma

[High-grade pathway| sessgp. £33 und SRCAI/Z

Mutationen

Abb. 1-1: Schematisches Model zur Entstehung des serésen Ovarialkarzinoms (modifiziert nach .M Shih)
(Shih und Kurman, 2004)

Low-grade Karzinome entwickeln sich aus Zystadenomen unter den proliferativen Stimuli von KRAS/BRAF-
Mutationen. High-grade Karzinome entstehen ohne nachweisbare Vorlauferlasionen aus Einschlusszysten.
Die Ursache fiir das schnelle Wachstum liegt in Mutationen in den Tumorsuppressorgenen p53 und/oder
BRCA1/2.

gritat und wachsen langsam unter den proliferativen Stimuli einer KRAS- oder BRAF-
Aktivierung. BRCA1- oder BRCA2-Mutationen finden sich nicht nur im sporadischen high-
grade Karzinom sondern auch in den hereditdren serésen high-grade Karzinomen. Etwa 5-
10 % aller Ovarialkarzinome sind genetisch bedingt. Bei diesen Patientinnen liegen
Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 und/oder BRCA2 vor, deren Genprodukte an
der DNA-Reparatur beteiligt sind. Durch diese Mutationen wird das Risiko, an einem
Ovarial- oder Mammakarzinom zu erkranken, stark erhdht (Welcsh und King, 2001).
Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass die hochmalignen serdsen
Ovarialkarzinome moglicherweise ihren Ursprung im Epithel des Fimbrientrichter nehmen
(Crum, 2009). Von hier kommt es durch die Offnung des Fimbrientrichters schnell zur
peritonealen Ausbreitung, bevor ein groBerer, Screeninguntersuchungen zuganglicher
Tumor entstehen kann. Die Friherkennung des Ovarialkarzinoms beschrankt sich zurzeit
auf regelmaRige gynakologische Untersuchungen. Dabei hat die transvaginale
Sonographie unter den bildgebenden Verfahren zur Erkennung eines moglichen
Ovarialkarzinoms den héchsten Stellenwert (Badgwell und Bast, 2007). Der Tumormarker
CA-125 ist bei mehr als 80% der Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom im

Serum erhoht. Bei vielen entziindlichen Krankheiten (z.B. der Leber) ist der CA-125 Wert
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jedoch ebenfalls erh6ht, weswegen sowohl Spezifitdt als auch Sensitivitdt diesen Test als
verlassliches Screening-Verfahren nicht zulassen. Daher wird der Tumormarker CA-125
nur zur Verlaufskontrolle bei bereits diagnostizierten Ovarialkarzinompatientinnen
genutzt (Rosenthal, 1998; Zurawski, Jr. et al., 1988). Jeder klinisch nachgewiesene Tumor
des Ovars muss operativ entfernt und histologisch beurteilt werden. Die Stadieneinteilung
erfolgt nach den Vorgaben der Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
(FIGO) und des American Joint Committee on Cancer (siehe Tabelle 8-1). Die Prognose
wird weistestgehend durch das AusmaR der operativen Tumorentfernung bei der ersten
Operation bestimmt. Der Tumorrest ist derzeit der einzige Prognosefaktor, der sich
effektiv beeinflussen lasst. Die beste Prognose haben Patientinnen, die postoperativ
keinen Tumorrest aufweisen. Patientinnen mit Resttumor < 1 c¢cm haben zwar einen
signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber Patientinnen mit Resttumor > 1 cm, der
Gewinn ist aber klein verglichen zur Komplettresektion. Der operativen Tumorentfernung
schlielt sich auBBer bei Patientinnen mit FIGO-Stadium IA eine Chemotherapie an. Die
momentane Standardtherapie besteht in einer Kombinationsbehandlung aus Carboplatin
und Paclitaxel. Nur etwa die Halfte der Patientinnen mit fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom erfahrt durch die Platin-Taxan-Kombination eine Komplettremission. Bei
den meisten Frauen tritt innerhalb der ersten 3 Jahre ein Rezidiv auf. Dabei wird zwischen
einem primdaren Progress, Frih- und Spatrezidiven unterschieden. Friihrezidive
entwickeln sich innerhalb der ersten 6 Monate nach Primaroperation und sind haufig
durch eine Platinresistenz gekennzeichnet, welche eine weitere Therapie deutlich
erschwert. Trotz der Fortschritte in der Behandlung von Ovarialkarzinomen zahlen nur
etwa 20 % der Patientinnen mit Ovarialkarzinom zu den Langzeitiiberlebenden. Ziel der
Forschung ist es daher, Resistenzentwicklungen vorherzusagen bzw.
Resistenzmechanismen zu umgehen und so die Therapie an den einzelnen Patienten

anzupassen.

1.1.1 Molekulare Mechanismen des Therapieversagens beim Ovarialkarzinom

Chemoresistenz limitiert deutlich die Behandlungeffektivitdt unterschiedlichster
Tumorarten. Viele Tumoren entwickeln dabei nicht nur eine Resistenz gegen das primar
eingesetzte Chemotherapeutikum sondern auch sogenannte , Kreuzresistenzen” gegen

andere Medikamente. Es wird vermutet, dass das Therapieversagen bei Patientinnen mit
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metastasierten Karzinomen auf Chemoresistenzen zuriickzufihren ist. Tumorzellen
konnen auf verschiedenen Wegen eine Chemoresistenz erwerben. Dazu gehoren eine
verringerte Aufnahme von Medikamenten in die Zelle, ein verstarkter Export,
Mechanismen der Inaktivierung von Chemotherapeutika, Veranderungen im Weg der
Reparatur von DNA-Schaden sowie verringerte Apoptoseraten (Longley und Johnston,
2005). Die bei der Therapie des Ovarialkarzinoms verwendeten Platinverbindungen
verursachen DNA-Schaden durch eine Intra- und Interstrang-Verkniipfung der DNA. Die
entstandenen DNA-Schaden werden durch die Zelle entweder repariert, oder wenn der
Schaden irreparabel ist, geht die Zelle in den programmierten Zelltod (Apoptose) Uber.
Die Nukleotid-Excisions-Reparatur (NER) ist der Hauptweg um Platin-DNA-Komplexe zu
entfernen und die beschadigte DNA zu reparieren (Reardon et al., 1999). Eine der
wichtigsten Komponenten des NER-Weges ist das Protein ERCC1 (excision repair cross-
complementing 1). In vielen préaklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
verstarkerte ERCC1-Expression mit Platinresistenz einhergeht (Melton et al., 1998; Youn
et al., 2004; Lee et al., 2009). Nach Einsatz von Platinverbindungen leitet die Tumorzelle
keine Apoptose ein, da aufgrund der Uberexpression von ERCC1 die DNA-Schiden besser
repariert werden konnen. Klinisch korreliert ein hohes ERCC1-Expressionsniveau in
Ovarialkarzinomen, Magenkarzinomen und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit
einem schlechten Ansprechen auf eine Platin-basierte Chemotherapie (Dabholkar et al.,
1992; Metzger et al., 1998; Lord et al., 2002; Steffensen et al., 2009).

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Antwort auf eine Platin-basierte Chemotherapie ist
das Tumorsuppressorprotein p53. Die Funktionalitdt von p53 kann durch Mutationen
oder veranderte Expression von regulatorischen Proteinen im p53-Pathway gestort sein.
Die Mutationsrate des p53-Gens liegt im Ovarialkarzinom zwischen 40-80 % (Fallows et
al., 2001; Reles et al., 2001; Havrilesky et al., 2003; Feki and Irminger-Finger, 2004). In den
letzten Jahren gab es viele Untersuchungen zur Bedeutung von p53 bei der Entwicklung
von Chemoresistenzen. In vielen Studien konnten gezeigt werden, dass der Verlust von
funktionellem p53 mit einem chemoresistenten Phdnotyp assoziiert ist ( Righetti et al.,
1996; Marx et al., 1998; Reles et al., 2001). Andere Autoren konnten jedoch keinen
Zusammenhang zwischen verandertem p53 und der Prognose far
Ovarialkarzinompatientinnen nachweisen (Kohler et al.,, 1993; Niwa et al.,, 1994;

Kupryjanczyk, 2006). Ursachen fiir diese Diskrepanz konnten darin liegen, dass eine
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Uberexpression des p53 Proteins nicht zwangsldufig mit einer Mutation einhergeht und
dass bei ausschlieflich immunhistochemischen Untersuchungen keine verkiirzten
Proteine, die durch Insertionen/Deletionen oder non-sense Mutationen entstehen

erkannt werden.

1.2 Das p53-Protein

P53 wurde bereits 1979 entdeckt (Deleo et al., 1979; Lane und Crawford, 1979; Linzer
und Levine, 1979). Seine Funktion, als Tumorsuppressor zu fungieren, wurde jedoch erst
zehn Jahre spater erkannt (Finlay et al., 1989). Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der
Koordination der zellulairen Antwort auf eine Vielzahl von Stresssignalen wird p53
yzelluldrer Torhiter” (Levine, 1997) oder ,Wachter des Genoms” (Lane, 1992) genannt.
Die Bedeutung von p53 wird auch daran deutlich, dass Familien mit Keimbahnmutationen
des p53-Gens, dem sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom, an einer Vielzahl verschiedener
Tumoren erkranken (Malkin et al., 1990). In Gber 50 % der sporadischen Tumoren ist das
p53-Gen ebenfalls mutiert (Hollstein et al., 1991). Damit spielt p53 die wahrscheinlich
wichtigste Rolle in der Kontrolle von Zellzyklus und Zelliiberleben als Antwort auf
genomischen Stress, Hypoxie, Hitzeschock oder der Expression von viralen Onkogenen
(Levine, 1997). Obwohl das Protein nicht fir Wachstum und Entwicklung der
ungestressten Zelle bendtigt wird, so ist p53 doch eine kritische Komponente im Schutz
vor Tumorentstehung. Donehower konnte 1992 zeigen, dass sich p53-,knock-out” Mause
zwar normal entwickeln, aber sehr haufig spontan Tumoren bilden (Donehower et al.,
1992). Die am besten verstandene Funktion von p53 ist seine Fahigkeit, als
Transkriptionsfaktor die Feinabstimmung der zelluldren Antwort auf eine Vielzahl von
Stresssignalen zu steuern und so das Wachstum von anomalen Zellen zu verhindern
(Brooks and Gu, 2003; Laptenko and Prives, 2006). Die Inhibierung des Zellwachstums
geschieht Uber verschiedene Wege: Zellzyklusarrest, Differenzierung und Seneszenz. Ist
der DNA-Schaden jedoch zu groR, kann auch Apoptose eingeleitet werden (Sionov und
Haupt, 1999). P53 kann weiterhin durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor direkt in
die DNA-Reparatur eingreifen (Janus et al., 1999), als Inhibitor der Angiogenese fungieren
oder Teile des Stoffwechsels der Zelle steuern (Vogelstein et al.,, 2000). Das auf
Chromosom 17p13.1 lokalisierte p53-Gen kodiert fiir ein aus 393 Aminosduren (53 kDa)

bestehendes Phosphoprotein, das in fiinf funktionelle Domanen unterteilt werden kann.
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Der N-Terminus enthélt eine transaktivierende Doméane (AS 1-42), die in der Lage ist, mit
der Transkriptionsmaschinerie zu interagieren, und so die Genexpression zu regulieren.
Die transkriptionelle Aktivitdt von p53 kann durch die N-terminale Bindung des MDM2-
und des MDMX-Proteins inhibiert werden (Shvarts et al., 1996). Die Region zwischen der
N-terminalen Aktivierungsdomadne und der DNA-bindenden Kerndoméane enthalt funf
Wiederholungen der Sequenz Prolin-X-X-Prolin, welche in der Lage ist, an SH3-Domanen
zu binden. Eine Deletion dieser Domane reduziert den p53-vermittelten Zellzyklusarrest
und Apoptose (Walker and Levine, 1996). Die zentrale DNA-bindende Domane (AS 96-
296) verleiht p53 die Fahigkeit, als Transkriptionsfaktor zu agieren (Cho et al., 1994). Die
meisten Punktmutationen befinden sich innerhalb der DNA-bindenden Domaéane von p53
(Hollstein et al., 1991). Durch Kristallisation von p53 konnte gezeigt werden, dass natives
p53-Protein als Tetramer vorliegt. Fir den Prozess der Oligomerisierung ist die Domdne
von Aminosaurerest 325 bis 363 verantwortlich (Jeffrey et al., 1995). Dieses p53-Tetramer
kann spezifisch an ein 10 bp Motiv, welches in 2 Kopien vorliegt, binden und so die
Transkription von p53-Zielgenen bewirken. Die C-terminale Domane (AS 364-393)
reguliert die Fahigkeit, Gber die zentrale Kerndomane an spezifische DNA-Sequenzen zu
binden. Vermutungen gehen dahin, dass strukturelle Veranderungen in der C-terminalen
Domane bendétigt werden, um p53 fir die sequenzspezifische DNA-Bindung zu aktivieren.
So bewirkt zum Beispiel eine Phosphorylierung dieser Domane durch Proteinkinase C
oder Caseinkinase Il eine Aktivierung der sequenzspezifischen DNA-Bindung durch die
zentrale Kerndomane (Hupp und Lane, 1995). P53 ist in ungestressten Zellen aufgrund
seiner kurzen Halbwertszeit von circa zwanzig Minuten meist nicht detektierbar. Die
Ubiquitin-vermittelte Proteolyse durch die E3-Ubiquitin-Ligase MDM2 spielt bei dem
schnellen turn-over von p53 die wahrscheinlich wichtigste Rolle (Haupt et al., 1997;
Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). DNA-Schaden, wie z.B. Doppelstrangbriiche
durch ionisierende Strahlung, Thymindimere durch UV-Strahlung oder durch
Chemotherapeutika ausgelost, flihren zu einer Aktivierung von p53. Die Mechanismen,
durch die p53 nach zellularem Stress aktiviert werden kann, sind noch nicht vollstandig
geklart. Es werden sowohl das Ansteigen des p53-Proteinniveaus, als auch die Aktivierung
durch posttranslationale Modifizierung diskutiert. Ein wichtiger Signaltransduktionsweg
wird dabei durch die Kinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM related)

vermittelt. DNA-Schaden flihren zur Aktivierung der ATM-Kinase, die daraufhin die Kinase
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Chk2 (cell cycle checkpoint kinase 2) modifiziert (Steegenga et al., 1996). Die ATM-Kinase
kann das p53-Protein aber auch direkt am Serin-Rest 15 phoshorylieren. Chk2 hingegen
phosphoryliert p53 am Serin-Rest 20. Die Aktivierung von ATR und Chk1 erfolgt durch UV-
Licht induzierte DNA-Schaden (Caspari, 2000). Beide Kinasen phosphorylieren das p53-
Protein an verschiedenen Serin-Resten. Diese Modifikationen reduzieren die
Bindungsaffinitat von p53 gegeniber MDM2 und MDMX und erhdohen so die
transkriptionelle Aktivitdat von p53 (Haupt et al., 1997; Lambert et al., 1998). Die
wichtigste Funktion von p53 liegt darin, die Anhaufung potentiell onkogener Mutationen
zu verhindern und so die genomische Integritdt zu bewahren (Lane, 1992). Ein wichtiges
Zielgen von p53 bei der Zellzyklusregulation ist p21, ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen
Kinase Cdk2 (cyclin dependent kinase 2). Durch die Bindung des p21-Proteins an diese
Kinase wird deren Kinaseaktivitat inhibiert. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von
hypophosphoryliertem Retinoblastom-Genprodukt. Dieses bleibt an den
Transkriptionsfaktor E2F gebunden, wodurch die Aktivierung der E2F-abhdngigen Gene
nicht erfolgen kann. Der Ubergang von der G;-Phase zur S-Phase des Zellzyklus wird somit
verhindert, und es kommt zum Zellzyklusarrest (Waldman et al., 1995). Damit besteht fiir
die Zelle die Méglichkeit, DNA-Schaden zu reparieren. Die DNA-Reparatur kann durch das
p53-Protein direkt und indirekt beeinflusst werden. Zum einen wirkt p53 aktivierend auf
die Transkription verschiedener DNA-Reparatur-Gene (z.B. GADD45). Es besitzt aber auch
eine interne 3°-5'-Exonukleaseaktivitdit, womit defekte DNA-Bereiche entfernt und
repariert werden kénnen. Ist die Anzahl der DNA-Schaden jedoch zu grof, wird der p53-
vermittelte programmierte Zelltod (Apoptose) ausgeldst. Es wurde gezeigt, dass p53 in
den Mitochondrien lokalisiert sein kann. Dort kann es zu einer Interaktion mit den
antiapoptotischen Proteinen BclIX und Bcl2 kommen, was zu einer Freisetzung von
Cytochrom C fihrt und so die Caspase-Kaskade auslost (Mihara und Moll, 2003).
Desweiteren aktiviert p53 PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis). PUMA hat
eine inhibierende Wirkung auf Bcl2, welches die Apoptoseinduktion blockiert. Eine
erhohte Expression von PUMA lasst somit auf eine Aktivierung des Apoptose-Weges
schliefen. Obwohl in den letzten 30 Jahren sehr viele Ergebnisse tiber die Funktionen von
p53 publiziert wurden, so sind noch zahlreiche Fragen zur Rolle von p53 bei der

Verhinderung der Tumorinitiation bzw. Tumorentstehung ungekldrt. Zum Beispiel die
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Frage, in welchem Mal kann das p53-Protein durch die Onkoproteine MDM2 und MDMX

in seiner Funktion eingeschrankt sein.

1.3 MDM2 und MDMX: Inhibitoren der p53-vermittelten Transaktivierung

Die Funktion von p53 ist in etwa der Halfte aller Tumoren durch Mutationen gestort
(Hollstein et al., 1991). In der anderen Halfte der Tumoren, welche Wildtyp-p53 besitzen,
finden sich bei einem groRen Prozentsatz Veranderungen in der Expression von MDM?2
und MDMX (Momand et al., 1998; Riemenschneider et al., 1999). Das murine , double
minute” 2 (MDM?2) Gen wurde als eines von drei Genen (MDM1, 2, 3) identifiziert, die in
der spontan transformierten Maus-Zelllinie 3T3-DM in bis zu 50 Kopien vorliegen
(Fakharzadeh et al., 1991). Die MDM-Gene liegen auf kleinen extra-chromosomalen
Kernkorperchen, die als ,double minutes” bezeichnet werden. Bei der Analyse dieser
Gene zeigte sich, dass nur das Produkt des MDM2-Gens nach Uberexpression in der Lage
ist, Zellen spontan zu transformieren (Cahilly-Snyder et al., 1987). Kurz nach der
Identifizierung des MDM2-Gens wurde die Ursache fiir sein transformierendes Potential
entdeckt. Das MDM2-Protein bindet an das Tumorsuppressorprotein p53 und inhibiert
die p53-vermittelte Transaktivierung (Momand et al., 1992). Zur gleichen Zeit konnte
gezeigt werden, dass das auf der Chromosomenregion 12q13-14 lokalisierte MDM2-Gen
in nahezu 1/3 aller Sarkome amplizifiert vorliegt (Oliner et al., 1992). Das MDMX-Protein
(auch MDM4 genannt) wurde bei der Suche nach p53-Bindeproteinen entdeckt (Shvarts
et al., 1996). Das MDMX-Gen ist auf dem Chromosomenarm 1q32 lokalisiert (Shvarts et
al., 1997). Kurze Zeit spater konnte bei ,yeast-two-hybrid“ Untersuchungen gezeigt
werden, dass die Proteine MDMX und MDM?2 Heterodimere bilden kdnnen (Sharp et al.,
1999; Tanimura et al., 1999). Dabei sind die Heterodimere von MDM2 und MDMX stabiler
als die Homodimere von MDM2 oder MDMX allein. Der Vergleich der Proteinstruktur von
MDM2 und MDMX ergab eine hohe Homologie der beiden Proteine (siehe Abbildung 1-
2). Die am hochsten konservierten Doméanen der beiden Proteine sind die N-terminale
p53-Bindungsdomane, das Zinkfinger-Motiv und die C-terminale RING-Finger-Domane
(Shvarts et al., 1996). Die Homologien in der p53-Bindungsdoméane beider Proteine sind
Voraussetzung, um an p53 zu binden (Bottger et al., 1999). MDMX und MDM?2
interagieren Uber die C-terminale RING-Finger-Domane, wahrend die Funktion des Zink-

Finger-Motivs weitgehend unbekannt ist. Im Gegensatz zum MDM2-Protein fehlt dem
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MDM2 RING Finger
p53 bindende Doméne NLS NES saure Domédne Zn Finger NolLS
— E N
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1 491
MDMX
p53 bindende Doméne saure Doméne Zn Finger RING Finger
p— —
——— —
1 490

Abb. 1-2: Vergleich der Struktur des MDM2- und des MDMX-Proteins. MDM2 besitzt ein Kernlokalisations-
signal (NLS), ein Kernexportsignal (NES) und ein nukleoldres Lokalisationssignal (NoLS), Diese fehlen MDMX.
Die p53-Bindedomaéne, die Zinkfinger- (Zn) und die RING-Fingerdomane sind konservierte Bereiche.

MDMX-Protein ein funktionelles Kernlokalisationssignal (NLS) sowie ein Kernexportsignal
(NES) (Gu et al., 2001; Li et al., 2002; Migliorini et al., 2002a). Das legt die Vermutung
nahe, dass MDMX fiir den Transport in den Kern an andere Proteine gebunden werden
muss. Die saure Domdne, die in beiden Proteinen vorkommt, ist in der
Aminosauresequenz weniger stark konserviert.

Die Bedeutung der Proteine MDM2 und MDMX bei der p53-Regulation wird dadurch
hervorgehoben, dass ein MDMX-, Knockout”, wie auch ein MDM2-, Knockout”, fiir Mause
letal ist. Diese letale Wirkung kann jedoch durch einen zusatzlichen Knockout von p53
aufgehoben werden (Finch et al., 2002; Jones et al., 1995; Migliorini et al., 2002b; Parant
et al., 2001). MDMX-,Knockout” Embryonen sterben zwischen Tag 7,5-12 und sind durch
ein deutlich verzégertes Wachstums sowie massive p53-induzierte Apoptose im
Neuroepithel charakterisiert (Finch et al., 2002; Migliorini et al., 2002b). Weiterhin ist die
Expression der Cyclin-abhdngigen Kinase p21 stark erhéht. MDM2-,Knockout” Mause
hingegen sterben an massiver Apoptose zwischen Tag 3,5-6 (Jones 1995, Montes Oca de
Luna 1995). Dies zeigt, dass sich die Proteine MDMX und MDM2 in ihrer Funktion nicht
gegenseitig ersetzen kdnnen, zumindest nicht in der friihen embryonalen Entwicklung.
Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass MDMX und MDM2 unabhéangige

Funktionen im p53-Weg und moglicherweise auch dartber hinaus haben.

1.3.1 MDMX, MDM2 und der p53-Feedback-Loop

Die RING-Finger-Domane von MDM2 besitzt eine E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat, mit der
das p53-Protein fiir den proteasomalen Abbau markiert werden kann (Haupt et al., 1997;
Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Obwohl zwischen den MDM2- und MDMX-

Proteinen eine hohe Homologie (liber 50 %) innerhalb der RING-Domane vorliegt, besitzt
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MDMX diese Ligase-Funktion jedoch nicht (Jackson and Berberich, 2000; Stad et al.,
2000). Es konnte gezeigt werden, dass geringe MDM2-Proteinmengen zu einer
Monoubiquitinylierung des p53-Proteins fiihren (Lai et al., 2001), wahrend groRe MDM2-
Proteinmengen eine Polyubiquitinylierung und die anschlieBende proteasomale
Degradation des Proteins bewirken (Li et al., 2003; Xirodimas et al., 2001). Desweiteren
kann MDM2 sich selbst ubiquitinylieren und so seinen eigenen Abbau induzieren (Honda
and Yasuda, 2000; Li et al.,, 2003). Die Proteine MDMX und MDM?2 koénnen Uber ihre
RING-Finger-Domanen interagieren, was zu einer Unterdriickung der Autoubi-
quitinylierung von MDM2 und damit zu dessen Stabilisierung beitragt (Li et al., 2003;
Sharp et al.,, 1999; Stad et al., 2000). Dies stellt moglicherweise einen einfachen
Mechanismus dar, um unter bestimmten Bedingungen gentigend funktionelles MDM2-
Protein bereitzustellen. Nach Induktion von DNA-Schaden durch UV-Licht, Bestrahlung
oder Adriamycin kommt es zum Abbau des MDMX-Proteins. Das Protein ist Substrat fir
die Ubiquitin-Ligase-Aktivitait von MDM2. Fir die Ubiquitinylierung und Degradation des
MDMX-Proteins wird, im Gegensatz zur p53-Regulation, nur die intakte RING-
Fingerdomane des MDM2-Proteins benétigt (Kawai et al., 2003; Pan und Chen, 2003). Das
p53-Protein aktiviert die Transkription vieler Zielgene, unter anderem die des MDM2-
Gens (Barak et al., 1993). Dabei bindet p53 an den P2-Promotor des MDM2-Gens und
flhrt so zu einer transkriptionellen Aktivierung. Da das MDM2-Protein wiederum die p53-

Aktivitat inhibiert, bildet dies einen negativen Feedback-Loop (siehe Abbildung 1-3).
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Abb. 1-3: Negativ regulatorischer Feedback-Loop

MDM2 und MDMX inhibieren die transkriptionelle Aktivitdt von p53. Die Transkription des MDM2-Gens
wird durch p53 aktiviert (gestrichelte Linie). MDMX unterstiitzt MDM2 bei dem Ubiquitin-abhangigen
Abbau von p53. MDM2 steuert den Abbau von p53 und auch MDMX.
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Umgekehrt resultiert aus einer erniedrigten p53-Aktivitdt ein sinkendes MDM2-
Proteinniveau. Im Gegensatz zum MDM2-Gen besitzt das MDMX-Gen keine p53-
Bindestelle. Die MDMX-Expression wird daher nicht p53-abhangig verstarkt (Shvarts et
al., 1996).

1.3.2 MDM2- und MDMX-SpleiBvarianten

Verschiedene Mechanismen kénnen die Entstehung von alternativen mRNA-Transkripten
bewirken. Wie im Fall von MDM2 kdnnen 2 unterschiedliche Promotoren (P1 und P2)
Transkripte mit unterschiedlicher Lange generieren (Zauberman et al., 1995). Der GroRteil
der MDM2- und MDMX-Transkripte entsteht jedoch durch alternatives SpleiRen. Durch
alternatives SpleiRen kann eine grofle Vielfalt von Transkripten aus einer einzigen pra-
MRNA entstehen. Bei mehr als 60 % aller Gene werden durch Einschluss oder Ausschluss
von unterschiedlichen Exonen verschiedene mRNA-Transkripte generiert. Anfang der
neunziger Jahre erschienen die ersten Publikationen zu verschiedenen mRNA-
Transkripten des MDM2-Gens. Mit der Definition von Struktur und Organisation der
MDM2-Gens wurden zwei dieser Produkte als alternative SpleiBvarianten erkannt (de Oca
Luna et al., 1996). Etwa gleichzeitig wurden MDM2-Proteinisoformen in Brustkrebs- und
Leukdmiefallen beschrieben (Bueso-Ramos et al., 1993; Bueso-Ramos et al., 1995). Sigalas
et al. charakterisierten 1996 sechs MDM2-mRNA-Varianten in Ovarialkarzinom-,
Blasenkarzinom- und Leukdmiezelllinien (Sigalas et al., 1996). Drei dieser Transkripte
entstanden durch alternatives SpleiBen, und konnten auch in Glioblastomen
nachgewiesen werden (Matsumoto et al., 1998). Diesen drei Transkripten (MDM2-A,
MDM?2-B, MDM2-C) fehlen ein Teil der p53-Bindedoméane, das Kernlokalisationssignal,
das Kernexportsignal sowie ein Teil der sauren Doméne. In Rhabdomyosarkomen wurden
neben den bereits bekannten Varianten, drei weitere alternative Transkripte
nachgewiesen (Bartel et al., 2001b). Weitere Untersuchungen des MDM2-B Transkriptes
ergaben, dass es als Antwort auf genomischen Stress verstarkt exprimiert wird. Das
Protein kann an das ,full-length“-MDM?2 Protein binden und so dessen Fahigkeit, mit p53
zu interagieren und p53 zu degradieren, inhibieren (Evans et al., 2001). In den letzten
Jahren wurden noch weitere MDMZ2-SpleiRvarianten identifiziert, denen auch Teile der
p53-Bindedomane oder die C-terminale RING-Finger-Domane fehlen (Chandler et al.,

2006; Tamborini et al., 2001). Alternativ gespleiite MDM2-Transkripte wurden in einer
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Vielzahl von Tumoren beschrieben (Bartel et al., 2002; Hori et al., 2000; Kraus et al.,
1999). Einige Arbeiten konnten zeigen, dass die Expression von MDM2-SpleiRvarianten
mit einer schlechten Prognose korreliert, andere Arbeiten fanden hingegen keinen
Zusammenhang (Bartel et al., 2001a; Lukas et al., 2001; Matsumoto et al., 1998). 1999
wurde eine verkiirzte Form der MDMX-mRNA identifiziert, welche als MDMX-S (short)
bezeichnet wurde (siehe Abbildung 1-4). Diese Spleillvariante ist durch eine Deletion von
Exon 6 (68 bp) charakterisiert. Diese Deletion fiihrt nach Codon 114 zu einer
Verschiebung des Leserahmens, wodurch ein Stopcodon bei Aminosadurerest 140 entsteht
(Rallapalli et al., 1999). Diese Isoform enthalt die komplette p53-Bindedomane und einige
alternative C-terminale Aminosduren. Es konnte gezeigt werden, dass das MDMX-S-
Protein mit einer hoheren Affinitat als das ,,full-length“-MDMX Protein an das p53-Protein
bindet und effizienter in den Zellkern transportiert wird. Das MDMX-S-Protein
unterdriickt die p53-vermittelte Transkription starker als das MDMX-Protein. Ursache fir

diese hohe Affinitat sind die durch Verschiebung des Leserahmens neu entstandenen
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Abb. 1-4: (a) Schematische Darstellung der MDMX-mRNA Organisation mit den entsprechenden Protein
Regionen. (b) Bisher beschriebene MDMX-SpleiRvarianten (aus Mancini et al. 2009).
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C-terminalen Aminosduren. Weiterhin ist das MDMX-S-Protein stabiler als das MDMX-
Protein, da es aufgrund der fehlenden RING-Fingerdomane nicht mit dem MDM2-Protein
interagieren kann, und so vor dem MDM2-vermittelten Abbau geschiitzt ist (Rallapalli et
al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass in Glioblastomen ein hoheres Verhaltnis von
MDMX-S zu ,full-length“-MDMX mRNA zu finden ist (Riemenschneider et al., 1999).
Unsere Arbeitsgruppe hat nachgewiesen, dass bei Sarkom-Patienten eine MDMX-
Amplifikation oder ein Verhaltnis der mMRNA von MDMX-S/MDMX > 1 signifikant mit einer
schlechteren Prognose korreliert ist (Bartel et al., 2005). In den letzten Jahren wurden
weitere MDMX-Spleillvarianten nachgewiesen (siehe Abbildung 1-4). MDMX-211 wurde
in einer Schilddrisenkarzinom-Zelllinie entdeckt. Diese Variante entsteht durch
aberrantes SpleilRen (Giglio et al., 2005). Das entstandene Protein enthalt die ersten 26
und die letzten 138 Aminosauren des ,full-length“-MDMX Proteins. MDMX-211 kann
nicht an p53 binden, da die komplette p53-Bindungsdomane fehlt. Das Protein kann
jedoch Uber die RING-Finger-Domane mit MDM2 heterodimerisieren. Somit wird MDM2
stabilisiert und die p53-Inaktivierung verstarkt. MDMX-211 konnte bisher nicht im
Normalgewebe nachgewiesen werden, jedoch in nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen
und papillaren Schilddriisenkarzinomen (Giglio et al., 2005; Prodosmo et al., 2008). Die
Transkriptvarianten MDMX-A und MDMX-G wurden in der Zervixkarzinom-Zelllinie C33A
entdeckt (de Graaf et al., 2003). Bisher konnte diesen Varianten jedoch kein endogenes
Protein zugeordnet werden. Die alternativen Transkriptvarianten XA/t1 und XAlt2 wurden
nach UV-Bestrahlung in Tumorzelllinien detektiert (Chandler et al., 2006). Das Protein der
XAlt1-Variante besteht nur aus der p53-Bindedomane und kdnnte so, ahnlich wie das
MDMX-S-Protein, die Funktion von p53 effektiv inhibieren. Dem Protein der XAlt2-
Transkriptvariante fehlt hingegen die p53-Bindedomine. Uber die vorhandene RING-
Finger-Domane jedoch kdnnte eine Interaktion mit MDMX und/oder MDM2 erfolgen, und
so deren Funktion reguliert werden. Die Entdeckung von MDMZ2- und MDMX-
Spleilvarianten hat die Komplexitat des p53-Tumorsuppressor-Weges zusatzlich erhoht.
Zu klaren bleibt aber, inwieweit diese Spleivarianten in Proteine translatiert werden

bzw. welche Funktionen sie dann in normalen Zellen und Tumorzellen besitzen.
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1.3.3 MDM2 und MDMX - Verdanderungen im Ovarialkarzinom

Das MDM2-Gen ist auf dem Chromosomenarm 12q13-14 lokalisiert, einer Region, in der
Ovarialkarzinome hdaufig Zugewinne aufweisen (Hauptmann et al., 2002). Durch
immunhistochemische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die MDM2-
Expression mit dem Tumorstadium und dem Auftreten von Chemoresistenz korreliert ist.
Das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit MDMZ2-positiven Tumoren ist signifikant
kiirzer, als bei Patienten mit MDM2-negativen Tumoren (Dogan et al., 2005). Das MDMX-
Gen ist auf Chromosom 1 in der Region 1g32 lokalisiert, einer Region, die in
Ovarialkarzinomen ebenfalls oft Veranderungen aufweist (Gallion et al.,, 1990;
Hauptmann et al.,, 2002). Ramos et al. konnten in ca. 30 % der untersuchten
Tumorzelllinien eine Uberexpression des MDMX-Proteins nachweisen, wobei eine MDMX-
Uberexpression fast immer mit Wildtyp-p53 korrelierte (Ramos et al., 2001). In dieser
Untersuchung konnte auch gezeigt werden, dass MDMX in drei von sieben
Ovarialkarzinom-Zelllinien Gberexprimiert wird. Wie oben bereits beschrieben, kénnen in
Tumoren auch MDM2- und MDMX-SpleiBvarianten vorkommen, deren Bedeutung aber
noch nicht geklart ist. Bisher gibt es im Hinblick auf die klinische und prognostische
Relevanz von MDMX-Veranderungen insbesondere bei Ovarialkarzinomen jedoch kaum

Daten aus der Literatur.

1.3.4 MDM2 und MDMX als Target in der Krebstherapie

In etwa der Halfte aller Tumoren ist die Funktion von p53 durch Mutationen gestort
(Hollstein et al., 1991). In den Tumoren mit Wildtyp-p53 finden sich haufig
Veranderungen im Regulations- und Signalweg von p53. Eine dieser Verdnderungen ist
dabei die Uberexpression des Onkoproteins MDM2 (Momand et al., 1998). Der Einsatz
von MDM2-Inhibitoren stellt dabei einen interessanten neuen Ansatzpunkt fir die Krebs-
therapie dar. In den letzten Jahren wurde eine steigende Anzahl von ,,small molecules”
entwickelt, welche die Interaktion von MDM2 und p53 inhibieren sollen (Fotouhi und
Graves, 2005; Klein and Vassilev, 2004; Momand et al., 1998; Vassilev et al., 2004). Die
ersten wirksamen, selektiven MDM2-Inhibitoren war eine Gruppe von cis-Imidazol-
Verbindungen, den sogenannten Nutlins (Vassilev et al.,, 2004). Grundlage fur die
Entwicklung dieser Inhibitoren war die Veroffentlichung der Kristallstruktur der

Transaktivierungsdomane von p53 und der p53-Bindedomdne von MDM2. Die Amino-

14



Kapitel 1 Einleitung

sauren der p53-Bindedomdne von MDM2 bilden eine groRe hydrophobe Tasche. Diese
Tasche interagiert mit nur drei Aminosidureresten (Phe®®, Trp®, Leu®®) der p53-
Transaktivierungsdomane (Kussie et al., 1996). Die Gruppe der Nutlin-Inhibitoren greift in
diese hochspezifische Bindung ein, indem sie die Struktur der drei kritischen
Aminosaurereste von p53 nachahmen und so mit p53 um die Bindung an der hydro-
phoben Tasche von MDM2 konkurrieren. Von den untersuchten Nutlin-Verbindungen
inhibiert Nutlin-3 die Interaktion von Wildtyp-p53 und MDM2 am besten (Vassilev et al.,
2004). In Maus-Xenografts der Osteosarkomzelllinie SJSA-1 konnte das Tumorwachstum
durch Gabe von Nutlin-Racematen (200mg/kg Korpergewicht tiber 20 Tage) um liber 90 %
reduziert werden. Diese Ergebnisse lieRen die Vermutung zu, dass reaktiviertes p53 nicht
nur den Zellzyklus inhibiert, sondern auch Apoptose in Tumoren auslosen kann (Tovar et
al., 2006; Vassilev, 2004). Im Gegensatz zu Tumorzellen l6st Nutlin in Mausfibroblasten
und humanen Fibroblasten keine Apoptose aus, sondern Zellzyklusarrest, wobei die
Teilung der Zellen nach Entfernen des Inhibitors wieder einsetzt. Nach 3-wdéchiger Nutlin-
Behandlung zeigten die Mause kein reduziertes Kérpergewicht und auch keine anderen
pathologischen Auffalligkeiten (Vassilev, 2004). Aus diesen Beobachtungen ergibt sich
auch ein moglicher Einsatz von Nutlin bei Tumorpatienten mit mutiertem p53. Nutlin
verhindert bei Fibroblasten mit Wildtyp-p53 den Eintritt in die Mitose und schitzt sie
somit teilweise gegen hohe Dosen von Paclitaxel. Tumorzellen mit mutiertem p53
behalten aber unter der gleichen Behandlung ihre Sensitivitdit gegenlber
Mitoseinhibitoren. So kdnnte bei Patienten mit p53-mutierten Tumoren eine Behandlung
mit MDM?2-Antagonisten Wildtyp-p53 im normal proliferierenden Gewebe aktivieren und
Zellzyklusarrest ~ auslosen,  wodurch  das  Ansprechen  auf  antimitotische
Chemotherapeutika herabgesetzt wird. Diese Nutlin-Behandlung hat keinen Einfluss auf
Tumorzellen mit mutiertem p53, die auf Paclitaxel unverandert gut ansprechen wiirden.
So konnte das Normalgewebe zumindest teilweise vor den zytotoxischen
Nebenwirkungen der Mitoseinhibitoren geschiitzt und Nebenwirkung der Behandlung
reduziert werden (Carvajal et al., 2005). Ob auch die Bindung von des MDMX-Proteins an
das p53-Protein durch Nutlin inhibiert wird, ist noch nicht vollstandig geklart. Aufgrund
der hohen Homologie in der p53-Bindedomdne von MDMX und MDM2 kénnte Nutlin
auch die MDMX-Bindung an das p53-Protein verhindern. Ein nach Nutlin-Behandlung

erhohtes MDM2-Niveau konnte auch zu einem verstarkten MDMX-Abbau fihren.
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Uberraschender-weise  zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass Nutlin-3 in
Tumorzelllinien mit MDMX-Uberexpression die MDMX-p53-Bindung nicht inhibieren kann
und auch kein verstarkter Proteinabbau stattfindet. Erst nach Knock-down von MDMX
mittels siRNA 16st Nutlin Zellzyklusarrest und Apoptose aus (Hu et al., 2006; Patton et al.,
2006). Laurie et al. konnten jedoch in Retinoblastom-Zelllinien zeigen, dass Nutlin-3 die
MDMX-p53 Interaktion verhindert und so Apoptose ausgeldst wird (Laurie et al., 2006).
Die Fahigkeit von Nutlin die MDMX-p53 Interaktion zu inhibieren, muss daher noch weiter
untersucht und gegebenenfalls ein weiterer Inhibitor entwickelt werden, der auch an die

p53-Bindungsdomane des MDMX-Proteins binden kann.

1.4 Die Rolle von microRNAs in Tumoren

MicroRNAs sind kleine, 18-25 bp lange, nichtkodierende RNAs endogenen Ursprungs. Die
erste identifizierte microRNA war lin-4 in Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993; Ruvkun
et al., 1989). Versuche von verschiedenen Arbeitsgruppen, kleine ~22 nt lange RNAs zu
klonieren, resultierte in der Identifikation von einigen hundert microRNAs in
verschiedenen Organismen (Lagos-Quintana et al.,, 2001; Lau et al., 2001; Lee and
Ambros, 2001; Ruvkun et al., 1989). Derzeit sind 721 humane microRNAs bekannt
(http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_summary.pl?org=hsa; RBase12.0;
Stand April 2010). Es wird aber geschatzt, dass das menschliche Genom Uber 1000
microRNA-Gene enthalt. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass mehr als 30 % der
humanen mRNAs durch eine oder mehrere microRNAs reguliert werden kénnen (Lewis et
al., 2005). MicroRNAs werden mittels RNA-Polymerase |l als lange primdre miRNA (pri-
miRNA) Transkripte synthetisiert (siehe Abbildung 1-5) (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004).
Etwa 40 % der microRNAs sind in den Intronen von proteinkodierenden Genen lokalisiert
und werden nach dem Spleifen autonom prozessiert (Rodriguez et al., 2004). Diese pri-
miRNA-Transkripte werden von dem sogenannten Microprozessorkomplex erkannt und in
pre-miRNAs geschnitten (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004). Mittels des Transporters
Exportin-5 wird die pre-miRNA vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al.,
2004; Yi et al., 2003). Dort wird die pre-miRNA mittels eines weiteren RNAse [lI-Enzyms,
Dicer, in imperfekte dsRNA-Duplices zerschnitten (Hutvagner und Zamore, 2002). Der
Strang mit der geringeren Stabilitdt des 5°-Endes wird bevorzugt in dem ,RNA-induced

silencing complex” (RISC) verwendet, wahrend der komplementdre miRNA*-Strang
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schnell degradiert wird (Khvorova et al.,, 2003; Schwarz et al.,, 2003). Bindet die
entstandene reife microRNA dann in perfekter Ubereinstimmung an eine mRNA, so wird
diese mRNA zerschnitten und abgebaut (Liu et al., 2004). Ein weiterer Weg des microRNA-
induzierten mRNA-Silencing ist die translationelle Reprimierung. Dabei kommt es zu einer
unvollstandigen komplementdaren Bindung der microRNA an eine oder mehrere

Sequenzen im 3'-UTR, die dazu fihrt, dass die Bildung des ribosomalen
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Abb. 1-5: Schematische Ubersicht zur Biogenese und Wirkmechanismen von microRNAs (aus Esquela-
Kerscher und Slack, 2006).

Komplexes inhibiert wird (Bartel, 2004; Valencia-Sanchez et al., 2006). Aufgrund dieser
unvollstdndigen Bindung kann eine einzige microRNA an bis zu 200 Zielgene binden (Lim
et al.,, 2005). Die Expression von microRNAs ist in einer Vielzahl von Karzinomen
verandert. Dabei regulieren die microRNAs sowohl Tumorsuppressorgene als auch
Onkogene. Uber 50 % der humanen microRNAs sind in sogenannten instabilen Regionen
(fragile sites) im Genom lokalisiert. Diese Stellen sind dadurch charakterisiert, dass diese
Bereiche eines Chromosoms besonders zugdnglich sind fir Bruch, Amplifikation oder
Fusion mit anderen Chromosomenabschnitten (Calin et al., 2004). Die microRNA mir-
125b-1 zum Beispiel ist in einer instabilen Region auf Chromosom 11q24 lokalisiert, einer

Region die in den Tumoren vieler Mamma-, Lungen-, Ovarial- und
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Zervixkarzinompatienten verloren gegangen ist (Calin et al., 2004). In kolorektalen
Karzinomen ist die Expression der reifen microRNAs mir-143 und mir-145 deutlich
reduziert. Die Menge an pri-miRNA ist jedoch unverandert, was vermuten lasst, dass die
Prozessierung dieser microRNAs in kolorektalen Karzinomen gestort ist (Michael et al.,
2003). Dies sind Beispiele dafiir, dass microRNAs als Tumorsuppressoren wirken kénnen.
Auf der anderen Seite gibt es auch microRNA-Loci auf stark amplifizierten
chromosomalen Bereichen. So konnte im Falle des Chromosom 13q31, das besonders in
follikularen Lymphomen, B-Zell-Lymphomen und verschiedenen Lungen- und Kopf/Hals-
Tumoren amplifiziert vorliegt, ein solcher Locus (C130rf25) identifiziert werden (Ota et al.,
2004). Innerhalb des nicht-kodierenden Transkriptes befinden sich die Precursor der
microRNAs miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b und miR-92. Die erhdhte
Expression dieser microRNAs, als miR-17-92-Cluster oder Oncomirl bekannt, wurde in
verschiedenen primaren Lymphomen und einer Reihe von Tumorzelllinien nachgewiesen
(He et al., 2005; Tagawa and Seto, 2005). Auch in Lungenkarzinomen korreliert die
Uberexpression des miR-17-92-Clusters mit einer erhéhten Wachstumsrate des Tumors
(Hayashita et al., 2005; Tagawa and Seto, 2005). Neuste Untersuchungen lassen auch
einen Zusammenhang zwischen microRNA Expression und Chemoresistenz vermuten
(Blower et al., 2007). Auch beim Ovarialkarzinom scheint die Expression bestimmter

microRNAs mit einem chemoresistenten Phanotyp assoziiert zu sein (Boren et al., 2009).

1.5 Die Rolle von Polymorphismen in Tumoren

Polymorphismen sind Sequenzveranderungen, die in mehr als einem Prozent der
Bevolkerung auftreten. Bei dem ,single nucleotide polymorphism“ (SNP), der haufigsten
Veranderung, ist eine Base durch eine andere ersetzt. Eine groRe Anzahl dieser
natirlichen Varianten ist in den nicht-codierenden Bereichen der Gene, den Intronen,
lokalisiert. Im p53-Gen konnten 85 verschiedene Polymorphismen identifiziert werden
(Olivier et al., 2002) (http://www-p53.iarc.fr/PolymorphismView.asp; Stand April 2010).
In Codon 72 des p53-Gens bewirkt eine Guanin/Cytosin Veranderung, den Austausch der
Aminosaure Arginin (R72) zu Prolin (P72). Dieser Polymorphismus liegt in der
prolinreichen Region von p53, die wichtig fiur die wachstumsinhibierenden und
apoptotischen Funktionen des Proteins ist (Walker und Levine, 1996). Diese

Sequenzvariation tritt unterschiedlich haufig in verschiedenen ethnischen Gruppen auf. In
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der nordlichen Hemisphare findet sich hauptsachlich die Aminosaure Arginin, wahrend in
Afrika haufiger die Aminosdure Prolin gefunden wird (Beckman et al., 1994). Experimente
zeigten, dass das p53-Protein mit Arginin an Position 72 effektiver durch das E6-Protein
des humanen Papillomavirus-Typs 16 (HPV16) markiert und abgebaut werden kann. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass Frauen mit homozygoten Arg72-Allelen haufiger an
HPV-induzierten Zervixkarzinomen erkranken (Storey et al., 1998). Dies konnte jedoch
bislang nicht vollstandig bewiesen werden (Klug et al., 2001). Es wurde weiterhin gezeigt,
dass die Codon 72 Polymorphismusvarianten, ein verandertes apoptotisches Potential
besitzen. Die R72-Variante besitzt ein erhdhtes apoptotisches Potential, wahrend die P72-
Variante eine wachstumsinhibierende Funktion hat (Pim and Banks, 2004). Aufgrund
dieser Ergebnisse gab es viele Studien, die eine Korrelation des Polymorphismus mit der
Tumorentstehung untersucht haben. Die Ergebnisse waren jedoch nicht konsistent. Einige
Studien zeigten, dass die R72-Variante mit einem erhohten Risiko an einem epithelialen
Karzinom zu erkranken korreliert. Dazu gehdren zum Beispiel Karzinome des Magens
(Shen et al., 2004), des Ovars (Pegoraro et al., 2002), der Haut (Dokianakis et al., 2000)
oder der Lunge (Wu et al., 2002). Andere Studien zeigten, dass die P72-Variante mit
einem erhdhten Risiko an, zum Beispiel Schilddriisenkarzinomen (Granja et al., 2004) zu
erkranken, korreliert. Andere Arbeitsgruppen fanden keinen Zusammenhang zwischen
dem Codon 72 Polymorphismus und dem Risiko, an einem Tumor zu erkranken. Ursache
fir diese kontroversen Ergebnisse, kdnnte sein, dass in diesen Studien oft nicht der p53-
Mutationsstatus, sondern nur der Polymorphismus bestimmt wurde.

Sequenzvariationen finden sich auch in vielen weiteren Genen, wie zum Beispiel in p21
oder MDM2. Bond et al. identifizierten einen Polymorphismus (T>G) im Intron 1 des
MDM?2-Gens, an Position 309 (SNP309). Dieser Polymorphismus ist im p53-sensitiven P2-
Promotor des MDM2-Gens lokalisiert und korreliert mit einer Abschwachung des p53-
Tumorsuppressorweges (Bond et al., 2004). Der SNP309 erhoht die Affinitdt des
Transkriptionsfaktors SP1 zum MDM2-P2-Promotor, was eine erhéhte MDM2 Expression
in den Zellen mit G/G-Genotyp zur Folge hat. Bei Weichteilsarkomen zeigte sich, dass
Patienten mit G/G-Genotyp 12 Jahre friher an ihrem Tumor erkranken als Patienten mit
T/T-Genotyp (Wildtyp). Die Allelverteilung in den Tumorproben entsprach der Verteilung
in gesunden Blutspendern. Es scheint also keine Anreicherung des G-Allels in den

Tumorproben zu geben (Bond et al., 2004). Weitere Studien belegten dann auch in
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anderen Karzinomen, dass das Auftreten des G-Allels des SNP309 mit einem
abgeschwachten p53-Weg, einem erhohten Tumorrisiko und einer friheren
Tumorentstehung korreliert ist (Lind et al., 2006; Menin et al., 2006; Swinney et al.,
2005).

In letzter Zeit wurden auch vermehrt Polymorphismen in microRNA-Bindestellen
nachgewiesen. Fir die Bindung einer microRNA an den 3'-UTR einer mRNA sind die ersten
2-8 Basen des 5'-Endes der microRNA, der sogenannten seed-Region, von Bedeutung.
Uber diese Basen bindet die microRNA durch komplementire Watson-Crick-Paarung an
die mRNA. Polymorphismen in der seed-Region der microRNA-Bindestelle konnen die
microRNA-mRNA Interaktion verdndern und so die Expression von microRNA-Zielgenen
verandern (Barnes et al., 2007; Kertesz et al., 2007). Durch die Polymorphismen kann die
microRNA-Bindung verstarkt oder abgeschwdcht werden, oder es kdnnen ganz neue
microRNA-Bindestellen entstehen. He et al. fanden Polymorphismen in microRNA-
Bindestellen des KIT-Gens bei Schilddrisenkarzinompatienten (He et al., 2005). Einer
dieser Polymorphismen, ein G/A Austausch, verhindert die Bindung der microRNA mir-
221. Dadurch wird die mRNA des Onkogens KIT stabilisiert und mehr Protein translatiert.
Daher haben diese Patienten ein erhdhtes Risiko, an einem papillaren
Schilddrisenkarzinom zu erkranken. Da microRNAs sehr kurz und hoch konserviert sind,
wird angenommen, dass die Frequenz von Polymorphismen oder Mutationen innerhalb
der microRNAs gering ist. Generell spielen Polymorphismen eine wichtige Rolle bei der
Funktion von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen und kénnen zur Tumorentstehung

beitragen.

20



Kapitel 1 Einleitung

1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, in einer Serie von Ovarialkarzinomen Alterationen im p53-
MDM2-MDMX-Pathway aufzukldren. Dabei standen die Analyse von Veranderungen auf
DNA- und Expressionsebene des Tumorsuppressors p53 und der Onkogene MDM2 und

MDMX im Vordergrund.

Zundachst sollten die zur Verfligung stehenden Tumorproben auf eine Amplifikation des
MDM2- und des MDMX-Gens hin untersucht werden. Weiterfiihrend sollte nachgeprift
werden, ob es einen moglichen Zusammenhang zwischen Genamplifikation und mRNA-

Expression gibt.

Im nachsten Schritt sollte das Ovarialkarzinom-Kollektiv hinsichtlich des p53-
Mutationsstatus charakterisiert werden. Dafir wurden Exon drei bis neun des p53-Gens
sequenziert. Neben der Mutationsrate wurde auch die p53-Proteinexpression mittels
Immunhistochemie bestimmt. Zusatzlich zu diesen Daten wurde auch der Status des

SNP309-Polymorphismus im P2-Promotor des MDM2-Gen analysiert.

Bisher gibt es wenig Daten zu moglichen Mutationen im MDMX-Gen. Daher sollten alle elf
Exone des MDMX-Gens hinsichtlich mdoglicher Mutationen und Polymorphismen
untersucht werden. Treten solche Veranderungen auf Genebene auf, sollte deren
Bedeutung fiir den MDMX-p53-Tumorsuppressorpathway weiter untersucht werden.
Mutationen oder Polymorphismen im MDMX-Gen kdnnten die Transkriptions- oder
Translationseffizienz beeinflussen oder die Stabilitit der mRNA und des Proteins
verandern, und so moglicherweise zu einer Abschwachung des p53-Weges fiihren. Diese

Moglichkeiten sollten in dieser Arbeit mit untersucht werden

Alle erhaltenen molekularen Daten wurden mit den klinischen Parametern, wie Alter bei
Diagnosestellung, Tumorstadium, Resttumor, Rezidiventstehung und dem Gesamt-
Uberleben korreliert, um zu ermitteln, ob bestimmte Veranderungen einen Einfluss auf
die Prognose von Ovarialkarzinompatientinnen haben. Dabei war von besonderem
Interesse, ob bestimmte Mutationen mit einer friiheren Tumorentstehung,
Chemoresistenz oder einem hoheren Tumorstadium einhergehen. Anhand der
molekularen Daten sollten mogliche Patientengruppen identifiziert werden, die eine

besonders gute oder schlechte Prognose aufweisen.
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2. Material

2.1 Tumormaterial und Patientengut

In dieser Arbeit wurden Formalin-fixierte Proben von 118 invasiven Ovarialkarzinomen
nach Verfligbarkeit des Materials ausgewahlt. Die Falle wurden zwischen 1997 und 2009
am Institut fir Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle diagnostiziert. Die Studie
wurde durch das lokale Ethikkomitee genehmigt. Alle histologischen Schnitte wurden
durch zwei Pathologen (Elise Gradhand und Steffen Hauptmann) reevaluiert. Die
Tumorproben und das Patientenkollektiv sind in Tabelle 2-1 und 2-2 ausfihrlich
beschrieben. Zu Beginn der Arbeit wurde mit dem Kollektiv von 107 Patienten (siehe

Tabelle 2-1) gearbeitet.

Tabelle 2-1: Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten der Ovarialkarzinompatientinnen
diagnostiziert bis 2005

Patienten (n=107)

Charakteristika

Anzahl Prozent
Tumor-Zelltyp
seros 62 57.9
endometrioid 14 131
gemischt 11 10.3
klarzellig 9 8.4
TCC 1 0.9
uc 8 7.5
MC 2 1.9
Tumor Stadium (n=107)
FIGO Stadium | 30 28.0
FIGO Stadium Il 9 8.4
FIGO Stadium llI 63 58.8
FIGO Stadium IV 5 4.7
Alter der Patienten, Jahre
Mittelwert 63.5
Median 64.0
Standardabweichung 11.5
Art der Therapie (n=107)
Cisplatin+Paclitaxel 62 57.9
Platin-basierte Chemotherapie w/o Paclitaxel 21 29.7
andere 2 1.9
keine (FIGO la) 5 4.7
abgelehnt / tot 13 12.1
Daten fehlen 4 3.7
Resttumor (n=95)
kein 39 41.0
<lcm 22 23.1
>1cm 34 35.8

Abkirzungen: MC — muzindses Karzinom des Ovars; TCC — Transitionalzellkarzinom des Ovars;
UC — undifferenziertes Karzinom des Ovars

Spater wurde das Kollektiv um neu diagnostizierte Falle erweitert und alle folgenden

Untersuchungen an diesem Kollektiv durchgefiihrt (siehe Tabelle 2-2). Die histologische
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Klassifikation erfolgte nach den Richtlinien der WHO, das Grading nach Silverberg
(Silverberg, 1999) (siehe Tabelle 8-1).

Tabelle 2-2: Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten der Ovarialkarzinompatientinnen
diagnostiziert bis 2009

Patienten (n=118)

Charakteristika

Anzahl Prozent
Tumor-Zelltyp
seros 67 56.8
endometrioid 17 14.4
gemischt 13 11.0
klarzellig 10 8.5
TCC 1 0.8
uc 8 6.8
MC 2 1.7
Tumor Stadium (n=118)
FIGO Stadium | 35 29.7
FIGO Stadium Il 10 8.5
FIGO Stadium llI 66 55.9
FIGO Stadium IV 7 5.9
Alter der Patienten, Jahre
Mittelwert 64.3
Median 64.3
Standardabweichung 10.7
Art der Therapie (n=116)
Cisplatin+Paclitaxel 67 57.8
Platin-basierte Chemotherapie w/o Paclitaxel 21 18.1
andere 2 1.7
keine (FIGO la) 9 7.8
abgelehnt / tot 13 11.2
Daten fehlen 4 3.4
Resttumor (n=105)
kein 46 43.8
<lcm 24 229
>1cm 35 33.3

Abkirzungen: MC — muzindses Karzinom des Ovars; TCC — Transitionalzellkarzinom des Ovars;

UC — undifferenziertes Karzinom des Ovars

Fir statistische Untersuchungen wurde vergleichendes Material (DNA) von gesunden
Kontrollpersonen bendtigt. Dieses wurde freundlicher Weise durch das HLA-Labor der
Immunologie, der Humangenetik sowie der Rechtsmedizin der Martin-Luther-Universitat
zur Verfliigung gestellt. Das Alter der Kontrollpersonen lag zwischen 21 und 85 Jahren, mit
einem Mittelwert von 41,9 Jahren. Die Kontrollpersonen haben |hr Einverstandnis zur

wissenschaftlichen Nutzung des Materials gegeben.

Fiir die Anfertigung dieser Arbeit wurden neun Ovarialkarzinom-Zelllinien und eine von
gesundem Ovarialepithel abstammende Zelllinie (HOSE) untersucht (Tabelle 2-3). Ein Teil
der Zelllinien wurde Uber die ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) bezogen. Die entsprechenden ATCC-Nummern sind in Tabelle 2-3 dargestellt. Die

Zelllinien EFO-21 und EFO-27 wurden (iber die ,Deutsche Sammlung von
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Mikroorganismen und Zellkulturen” (Braunschweig) und die Zelllinien A2780 und OAW-42

Uber die ,,Europaische Sammlung an Zellkulturen“ (Salisbury, UK) erworben.

Tabelle 2-3: In dieser Arbeit verwendete Ovarialkarzinomzelllinien.

Name Ursprung ATCC-Nummer Referenzen
HOSE Ovarialepithel (Tsao et al., 1995)
OAW-42 Cystadenokarzinom (Wilson, 1984)
SKOV-3 Adenokarzinom HTB-77 (Fogh et al., 1977)
ES-2 Klarzelliges Ovarialkarzinom CRL-1978 (Lau et al., 1991)
OVCAR-3 Adenokarzinom HTB-161 (Hamilton et al., 1983)
EFO-21 Cystadenokarzinom (Simon J, 1983)
EFO-27 Adenokarzinom (Simon J, 1983)
A2780 Ovarialkarzinom (Behrens et al., 1987)
PA-1 Teratokarzinom CRL-1572 (Zeuthen et al., 1980)
Caov-3 Adenokarzinom HTB-75 (Karlan et al., 1994)

2.2 Primer und Oligonukleotide
Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Programms CloneManager erstellt und von

TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert.

Tabelle 2-4: In dieser Arbeit verwendete Primer.

Name Sequenz 5™ 3° Orientierung Referenzen

GAPDH-3 5-AGGAGCGAGATCCCTCCAAA-3° sense

GAPDH-5 5 -AGGAGCGAGATCCCTCCAAA-3° antisense

HPRT 185fw 5-AGGGTGTTTATTCCTCATGG-3" sense

HPRT 667rev 5 -GTCAAGGGCATATCCTACAA-3’ antisense

HPRT 309fw 5-TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3" sense

HPRT 507rev 5-CTTGCGACCTTGACCATCTT-3" antisense

p53 769fw 5'-CTGGAAGACTCCAGTGGTAA-3" sense

p53 873rev 5°-CTTGCGGAGATTCTCTTCCT-3" antisense

p53 Ex3fw 5-TAGCAGAGACCTGTGGGAAGC-3" sense Reles et al., 2001
p53 Ex3rev 5'-AGAGCAGTCAGAGGACCAGGT-3" antisense Reles et al., 2001
p53 Ex4fw 5°-CGTTCTGGTAAGGACAAGGGT-3" sense Reles et al., 2001
p53 Ex4rev 5°-AAGAAATGCAGGGGGATACGG-3" antisense Reles et al., 2001
p53 Ex5fw 5-CTGTTCACTTGTGCCCTGAC-3" sense Reles et al., 2001
p53 Ex5rev 5-AACCAGCCCTGTCGTCTCTC-3" antisense Reles et al., 2001
p53 Ex6fw 5-GCTGGAGAGACGACAGGGCT-3" sense Reles et al., 2001
p53 Ex6rev 5'-CAACCACCCTTAACCCCTCC-3" antisense Reles et al., 2001
p53 Ex7fw 5°-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA-3" sense Reles et al., 2001

p53 Ex7rev 5°-AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA-3’ antisense Reles et al., 2001
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Name

Sequenz 5> 3°

Orientierung

Referenzen

p53 Ex8fw
p53 Ex8rev
p53 Ex9fw
p53 Ex9rev
X 303rev
Xquant 374fw
FL-X AS6
XS AS
MDMX-3
MDMX-8
MDMX-11
MDMX-12
MDMX-13
MDMX-14
XEx1fw
XExlrev
XEx2fw
XEx2rev
XEx3fw
XEx3rev
XEx4fw
XEx4rev
XEx5fw
XEX5rev
XEx6fw
XEx6rev
XEx7fw
XEx7rev
XEx8fw
Xex8rev
XEx9fw
XEx9rev
XEx10fw
XEx10rev
XEx11-1fw
XEx11-1rev
XEx11-2fw
XEx11-3fw
XEx11-3rev
Xp53REfw
Xp53RErev
XSNP34091fw
X31222fw
X31339rev
X31053fw
X31188rev
X31684fw
X32015rev

5 -TTCCTTACTGCCTCTTGCTT-3°
5-AGGCATAACTGCACCCTTGG-3"
5-AGCAAGCAGGACAAGAAGCG-3’
5'-GCAAATGCCCCAATTGCAGG-3'
5'-GAGATCCTGCAACACTGTC-3"
5-ACGTCAGAGCTTCTCCGTGAA-3"
5 -CTGTGCGAGAGCGAGTCTG-3"

5 -GCACTTTGCTGTAGTAGCAGTG-3"
5-GCAGTTTCTTCACTACCA-3®
5-AGCCTAGATGTTTCATCTTG-3"
5'-ACCAACAGACTGCAGTTT-3"
5'-TGCCTAAGAACATTCTCTGACA-3"
5 -ATGACATCATTTTCCACCTC-3"
5'ATGTTCGTACTACCATTATGCTAT-3"
5-CCTCGTGTGAGGCCGTGTGG-3"
5-GGCCGCCTGCTCCTCACTCT-3"

5 -GTTGCCTTTGTGTGAATGCTAA-3"
5'-ACAGTCATGAGACAGCTAAACT-3"
5 -TATCAGGTACGACCAAAACT-3"

5 -ATGGCTTACCTCTTTAACAG-3"
5-AGCGGTTTCCTGTTGTAGG-3"
5-GGCTAGGTATAAGCACCCAAA-3®
5'-TTTAACGGCAAACCACTGAT-3"
5'-CCTTGAACTCAAAGCTGTGATA-3"
5 -GGGTTGTTTGCTGAGGTCCTT-3°
5 -GGGAGTCCAAGATCCATAGGT-3"
5 -TAACTGGTGAGCCAGAATGGAA-3"
5'-ATCCCTCTCCTTACTTCACATAC-3"
5'-AGCTCTGCCACTAAGACA-3
5'-GCCACTTCCCTTCAAATGTG-3"

5 -GATGTAGTGTGACGACATTGAG-3"
5 -TGAGCACACAAACAGAATCAAC-3"
5 -GTGTTTGGTCTTGCATTTAAGC-3"
5 -TGAACTGCTGGGATTACATCA-3"
5 -ACTGGTGTGGAATAGCTTAGTG-3"
5'-ACGCATCTTTAGGTCTAACGAC-3"
5 -CCTGATTGTCGAAGAACCATT-3"
5-GGAGGATTGCCAGAATCTCT-3"

5 -GAATAATGTTCCCGTCTCGT-3"
5'GTATATGTCCATCTCGGTTT-3"
5'GGGATTTACCAAGGTAAGTC-3"
5'AGCATAATGGTAGTACGAACATA-3"
5 -AGTGATGATACCGATGTAG-3"
5-GCACTCTTCAACACAAGTGAAC-3"
5 -GTGCTAGAGATGGGAGAAGA-3’
5'-TCCCACTTCAATCACCTGTG-3"
5’-GCTTAATTTCCACACAGATTAG-3’
5’-TTGGCAATGAACTACCATAATG-3’

sense
antisense
sense
antisense
antisense
sense
sense
sense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
antisense
sense
sense
antisense
sense
antisense
sense
sense
antisense
sense
antisense
sense

antisense

Reles et al., 2001
Reles et al., 2001
Reles et al., 2001
Reles et al., 2001
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Name Sequenz 5°> 3° Orientierung Referenzen
MD_33584fw 5"-AATAAGCCCTGCCCAGTATG-3' sense
MD_33800 rev 5°-TTCCACTACCAAAGTAGGTCAA-3" antisense
SNP 309fw 5-CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3" sense Bond et al., 2004
SNP309rev 5'AGCAAGTCGGTGCTTACCTG-3" antisense Bond et al., 2004

Fur die Messung des Gehalts an MDMX-mRNA mit A- und C-Allel in A/C-Zellen wurden in

der Arbeitsgruppe von Jean-Christophe Marine folgende Primer verwendet:

5°-HEX-iso-dC-CATGATCCTGGTAAGTGAACTGA-3’ fiir das A-Allel
5°-FAM-iso-dC-GGATCGATGTAAGTGAACGGA-3’ fiir das C-Allel
5 -AGTACGAACATAAAAATGCATTTAT als reverse primer fiir beide Reaktionen.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Firma Qiagen, Hilden synthetisiert.

Tabelle 2-5: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz 5™ 3° Katalognummer Referenzen
Hs_MDM4_1 AGCCCTCTCTATGATATGCTA 5100037142 Qiagen
Hs_MDM4_2 AAAGAGGTCATGCACTATTTA 5100037142 Qiagen
Luciferase AACGTACGCGGAATACTTCGA 1488998_10 Qiagen

Die fur die Untersuchungen verwendeten ,target-site” Blocker binden spezifisch an eine
Uberlappende Sequenz der mir-191-Bindestelle und dem 3°-UTR des MDMX-Gens mit
folgender Sequenz: 5 -GTGGTAAGTGAACGGAAT-3". Dieser Blocker bindet nicht signifikant
an einen anderen humanen 3°-UTR, ausser an den von MDMX. Als Kontrolle wurde ein
mismatch-Blocker eingesetzt: 5-GTGGTCAGTTCAGCGATT-3" (Unterschiede unter-
strichen), welcher keine signifikanten Bindungen mit dem 3°-UTR von MDMX oder einem
anderen humanen 3-UTR eingeht. Diese Blocker wurden als vollstandig

phosphorothiolierte DNA/LNA-Mixe synthetisiert, mit einem LNA-Anteil von 33,3 %.

2.3 Tagman Assays
Tagman MicroRNA Assays

Hsa-mir191 20x realtime Mix (TM000490) Applied Biosystem, USA
Hsa-mir191 5x RT primer (RT000490) Applied Biosystem, USA
U18-snoRNA 20x realtime Mix (TM001204) Applied Biosystem, USA

U18-snoRNA 5x RT primer (RT001204) Applied Biosystem, USA
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Tagman SNP Genotyping Assays
XSNP31112 (571489)
XSNP31826 (511224)
XSNP34091 (516623)

2.4 Antikorper

Tabelle 2-6: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA
Applied Biosystems, USA

Antigen Klon Verdiinnung Ursprungstier Firma
MDMX BL-1258 1:1.000 Kaninchen Bethyl Laboratories
MDM2 N-20 1:1.000 Kaninchen Santa Cruz
R-Actin 1:1000 Maus Sigma
Vinculin 1:1000 Maus Sigma
p53 DO-7 1:1000 Maus Dako
p53 (IHC) DO-7 1:100 Maus Dako
ERa (IHC) SP-1 1:100 Maus Labvision
MDMX (IHC) (GST-MDMXA109-198) 1:100 Kaninchen Han et al., 2007
Anti-Maus 1:10.000 Kaninchen Dako
Anti-Kaninchen 1:10.000 Ziege Dako

2.5 Enzyme

DNase, RNase-frei (1500 Kunitz-Units)

Hot FIREPOI® (5 U/pL)

SuperScript Il RNase H Reverse Transkriptase

T4-Ligase (4 U/ul)

2.6 Kits

BigDye Terminator v1.1 / v3.1 Sequencing Kit
Dual-Glo-Luciferase-Assay

ECL-Western Blotting Detection Reagents
ECL Plus Western Blotting Detection System
miRNeasy FFPE Kit

Plexor gqPCR Kit

QlAamp DNA Blood Mini Kit
QlAshredder-Saulen

QlAquick Gel Extraction Kit

QuantiTect SYBR® Green PCR Kit

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix

Plasmid Miniprep Kit

Qiagen, Hilden
Solis Biodyne, Estland
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystem, USA
Promega, Heidelberg
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Qiagen, Hilden
Promega, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Fermentas, St.Leon-Rot

Qiagen, Hilden



Kapitel 2 Material

28

RNeasy Mini Kit

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit
TagMan Universal Master Mix, No AmpErase UNG
TOPO-TA Cloning Kit

Transfektionskit (Effectene)

Venor GeM Mycoplasma Detection Kit

2.7 Vektoren

Qiagen, Hilden

Applied Biosystem, USA
Applied Biosystem, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Minerva, Berlin

Fir die Luciferase-Assays wurde das zu untersuchende Fragment in den psicheck2 Luciferase-

Reportervektor der Firma Promega (Heidelberg) kloniert.

2.8 Chemikalien und Reagenzien
Agar

Agarose

Ampicillin

Borsdure

Bromphenolblau

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Chloroform

Cisplatin

DEPC-H,0

Desoxyribonukleotide

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 100 mM)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Standard (100 bp-Leiter)
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s PBS 1x

Essigsaure
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol (96%)

Ethidiumbromid

Formaldehyd

Formamid

Fotales Kalberserum

Glucose

Interferin

Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Baxter, UnterschleiBheim

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
PAA, Pasching

Merk, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg

Polyplus Transfection, lllkirch
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Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
LDS Sample-Buffer (4x)
Magermilchpulver Sukovin
R-Mercaptoethanol (14,3 M)
MES-Puffer (20x)

Methanol (100% p.a.)
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat
Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin
Proteinase-Inhibitor-,Cocktail“
Random Primer

Sample Reducing Agent (10x)
See Blue® Plus 2 Prestained Standard (1x)
Sulforhodamin B

Taxol (Paclitaxel)
Transferpuffer (20x)
Trichloressigsaure

Triton X-100

Tris

Tris-HCI

25% Trypsin-EDTA 1x

Tween-20

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactosid (X-Gal)

WST-1 Reagenz
Xylencyanol

Zitronensaure

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
EDEKA, Hamburg
VWR, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
VWR, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Baxter, UnterschleiBheim
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roche, Penzberg
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Zur Herstellung aller Puffer wurde bidestilliertes Wasser verwendet.
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2.9 Gerate und Verbrauchsmaterialien
Biocenter 2001 (Brutschrank)
BioDocAnalyze (Gelauswertung)
BioPhotometer

CL-X Posure Film

Einweg-Plastikartikel fur Zellkultur
(Petrischalen, Gewebekulturflaschen, Pipetten,
Pipettenspitzen, Zentrifugationsréhrchen)
Elektrophorese-Gerat

Magnetriihrer

Mettler AM 100 (Analysewaage)
Mikropipetten

Millipore Immobilon-P (0,45 um PorengroRe)
Mini Trans-Blot® Cell

NuPage 4-12% Bis-Tris-Gele

Plattenreader Genios

Peltier Thermal-Cycler

Pipetten

ReaktionsgefaRe

Rotor-Gene RG-3000
Rontgenfilmentwickler Hyperprocessor
Trio-Thermoblock TB1

Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301)
Zellzahlzdhlgerat Casy

Zentrifuge 5804 R

2.10 Puffer und Lésungen

Zellkulturmedium: DMEM
FKS

Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Biosience, New York, USA

Greiner, Frickenhausen
BioPlex, Freiburg
IKA-Labortechnik, Staufen
Mettler, Giessen
Eppendorf, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Biorad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Tecan, Crailsheim

Bio Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Qiagen, Hilden
Amersham, Freiburg
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Schafer System, Reutlingen

Eppendorf, Hamburg

500 mL
50 mL

30

Zellkulturmedium Zelllinie HOSE: Medium 199 (Sigma) und MCDB 105
(Sigma) im Verhaltnis 1:1 mischen

15 % FKS zusetzen

Giordano-Lysepuffer: Tris (1 M, pH 7,4) 5mL
NaCl (5 M) 5mL
EDTA (0,5 M) 1mL
TritonX-100 10% 1mL

- Agua bidest. auf 100 mL auffiillen
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TBS:

TBS-T:

10x PBS (fiir Western Blot):

MES-Laufpuffer:

Transferpuffer:

LB-Medium:

Ndéhragar fiir Bakterienkulturen:

Auftragspuffer:
(Gelelektrophorese)

5x TBE-Puffer:

SRB-Lésung:

Ponceau-Lésung:

Tris-HCL 10 mM pH 8,0
NacCl 150 mM

0,02 % Tween 20 in 1x TBS

NaCl 80,0g
KCl 20¢g
Na,HPO, 11,6¢g
KH,PO, 20¢g

-> Aqua bidest. auf 1 L auffiillen und pH auf 7,4 einstellen

50 mL MES SDS Running Buffer (20x; Invitrogen)
950 mL Aqua bidest.

50 mL Transferpuffer (20x; Invitrogen)
100 mL Methanol
850 mL Aqua bidest.
bei 4°C lagern

20 gin 1 L Aqua bidest. I6sen
-> autoklavieren

32 gin 1L Aqgua bidest. |6sen

- autoklavieren

Zugabe von Ampicillin (50 pg/mL)
Zusatz von X-Gal (40 pg/mL)

Formamid 10,0 mL
Xylencyanol 10,0 mg
Bromphenolblau 10,0 mg
EDTA (0,5 M, pH 8) 0,2 mL
Tris-HCI 54,0g

Borsaure 27,58

EDTA (0,5 M, pH 8) 20,0 mL

- Aqua bidest. auf 1 L auffillen

0,4 % Sulforhodamin-B 0,46¢g
1 %ige Essigsaure 100 mL
Ponceau-S 0,2%
Trichloressigsaure 3,0%
Sulfosalicylsaure 3,0%
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

Die Anzucht aller Ovarialkarzinom-Zelllinien erfolgte in Dulbecco’s modifiziertem Eagle
Medium ohne Antibiotikum bei 37 °C, 5 % (v/v) CO, und maximaler Luftfeuchtigkeit in
25 mL Zellkulturflaschen. Die Zelllinie HOSE wurde in einem 1:1 Gemisch von Medium 199
und MCDB 105 angezogen. Das Wachstum aller Zelllinien erfolgte als adhdrente
Monolayer-Kultur. Fiir Transfektionsversuche wurden die Zellen in Flasketten, 6- oder 96-
Lochplatten kultiviert. Vor dem Einstreuen wurde die Zelldichte mit Hilfe des Casy

Zellzahlgerates ermittelt.

Die Passagierung konfluenter Zellen erfolgte im Verhaltnis 1:3. Dafiir wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit 3 mL PBS (Kap. 2.8) gewaschen. Nach Inkubation mit 1 mL
Trypsin (Kap. 2.8) fiir 5 min bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 4 mL DMEM
abgestoppt, und die Zellen 5 min bei 1000 U/min abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet
wurde in 9 mL Zellkulturmedium resuspendiert und 3 mL in eine neue Zellkulturflasche

Uberfihrt.

Zur Kryokonservierung wurden die nach Zentrifugation erhalten Zellpellets in 1,8 mL
Gefriermedium aufgenommen (DMEM mit 20 % DMSO) und in ein 2 mL Gefrierrohrchen
Uberfihrt. Die Lagerung erfolgte flr 24 h bei -20 °C, 24 h bei -80 °C und anschlieRend bis

zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff.

Zum Auftauen der Zellen wurde der Inhalt eines Gefrierréhrchens rasch bei 37 °C
aufgetaut und in ein Greinerréhrchen mit 4 mL DMEM Uberfiihrt. Das nach Zentrifugation
erhaltene Zellpellet wurde in Medium aufgenommen und erneut zentrifugiert, um das fir
die Zellen toxische DMSO herauszuverdiinnen. Das Pellet wurde in 3 mL DMEM
aufgenommen und in eine Zellkulturflasche tberfiihrt. Jede Woche wurden alle, sich in
Kultur befindlichen, Zellkulturen unter Verwendung des Venor GeM Myccoplasma

Detection Kits auf Mykoplasmen getestet. Infizierte Zellkulturen wurden sofort entsorgt.
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3.2 Prdparation von Nukleinsduren

3.2.1 DNA-Isolation aus Zellkulturen

Die DNA-Isolation aus Zellkulturen erfolgte durch ein modifiziertes Protokoll nach Wright

und Manos (Wright DK und Manos MM, 1990).

1. Zellen mit PBS waschen, abtrypsinieren, abstoppen und Inhalt von drei
Zellkulturflaschen vereinigen

2. nach Zentrifugation erhaltenes Zellpellet nochmal mit PBS waschen, zentrifugieren

3. Pelletin 360 pL Verdaupuffer nach Wright/Manos resuspendieren

4. 40 pL Proteinase K (2 mg/mL) zusetzen, Verdau lGber Nacht bei 37 °C

5. in einem phenolbestindigen Zentrifugenréhrchen 1 mL Aqua bidest., 4 mL Phenol
und den Reaktionsansatz gut mischen und 10 min bei 10.000 U/min zentrifugieren

6. Oberphase vorsichtig abnehmen, in ein neues Zentrifugenréhrchen Gberfihren,
den Phenolschritt eventuell wiederholen

7. zur Oberphase 2 mL Phenol und 2 mL Chloroform-Isoamylalkohol (49:1) geben,
gut mischen und 10 min bei 10.000 U/min zentrifugieren

8. Oberphase vorsichtig abnehmen, den Schritt eventuell wiederholen

9. zur Oberphase 4 mL Chloroform-Isoamylalkohol geben, gut mischen und 10 min
bei 10.000 U/min zentrifugieren

10. Oberphase vorsichtig abnehmen, den Schritt eventuell wiederholen

11. zur Oberphase 50 puL 6 M NaCl und ein Volumen Isopropanol geben, auf 1,5 mL
Reaktionsgefalle aufteilen und liber Nacht bei -20 °C fallen

12. 15 min bei 15.000 U/min bei 4 °C zentrifugieren, Uberstand abgieRen

13. Pellet mit 1 mL 70 % Ethanol waschen, Pellet schwimmt

14. 10 min bei 7.500 U/min bei 4 °C zentrifugieren, Waschschritt wiederholen

15. Pellet ca. 5 min in Vakuumzentrifuge trocknen

16. Pellet in 50 puL Aqua bidest. [6sen

Verdaupuffer (Wright/Manos): Tris pH 8,5 50 mM

EDTA 1mM
Tween-20 0,5%
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3.2.2. DNA-Isolation aus Blut

1. 10 mL EDTA-Blut in ein 50 mL Réhrchen tberfiihren

2. 40 mL 4°C kalten Triton-Lyse-Puffer zugeben, schwenken

3. 15 minins Eisbad (4°C), ab und zu schwenken

4. 10 min bei 2300 U/min und 4 °C ohne Bremse zentrifugieren

5. Uberstand vorsichtig abgieRen, (Pellet ist: locker, rot, 4-5 mm hoch)

6. 2-3 mal mit 25 mL 0,95 % NaCl waschen, zwischendurch zentrifugieren
Nach diesen Waschschritten ist es moglich, das Blut-NaCl-Gemisch bei -20°C
einzufrieren.

7. Zugabe von : 3 mL Kern-Lysepuffer

25 ul Proteinase K Puffer-A
115 pL 20 % SDS,
kraftig schitteln, 1 Stunde zu 50 °C, oder 1 Tag bei Raumtemperatur bis 37 °stehen
lassen.
Nach Abschluss der Lyse muss die Losung klar sein.

8. Zentrifuge auf 4 °C vorkihlen.

9. 1 mL 6 M NaCl zugeben und 15 Sekunden kraftig schiitteln

10. 15 min bei 4500U/min und 4 °C zentrifugieren, Uberstand in ein neues Réhrchen,
nochmals zentrifugieren, Uberstand in ein neues Réhrchen (nur die klare Lésung,
keine Reste vom Pellet mitnehmen).

11. 2 Volumen 96 %iges eiskaltes Ethanol zugeben.

Das Rohrchen langsam drehen/schwenken bis eine groRe weilRe Flocke entsteht.

12. 1 mL eiskalten 70 %igen Ethanol in Eppi vorlegen, in eine blaue Pipettenspitze etwas
70 %igen Ethanol aufsaugen, dann die Flocke ansaugen und in das Eppi mit dem
Ethanol Uberfuhren.

13. 5 min bei 12.000 U/min und 4 °C zentrifugieren.

14. ca. 15 min vakuumtrocknen

15. Pellet in 100-1000 pL Aqua bidest., oder TE-Puffer gut |6sen lassen

Triton-Lysepuffer (4°C gekihlt) 500 mL

0,32 M Saccharose 54,75 g

5 mM MgCl,x 6 H,0 0,505¢g

10 mM Tris 0,605 g

pH auf 7,5 einstellen, Losung autoklavieren
Zugabe von 5 mL Triton-X100.

Physiologische NaCl-Lésung ( 0,95 % NacCl)
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Kern-Lysepuffer 100 mL
10 mM Tris 121 mg
400 mM NaCl 2,338¢g

in ca. 80 mL Aqua bidest. I6sen, dann 2 mL 0,5 M EDTA pH 8,0 dazugeben,
pH auf 8,2 einstellen und die Lésung auf 100 mL mit Aqua bidest. auffillen.

Proteinase-K Puffer-A 5mL

0,1M NaCl 290 mg

0,05 M Tris-HCl 30 mg
0,005 M EDTA 50 uL EDTA pH 8 (oder 7,5 mg)

pH 7,5 einstellen, auf 5 mL mit Aqua bidest. auffillen.
1 mL des Puffers mit 20 mg Proteinase-K versetzen.
Einfrieren der Losung bei - 20 °C ist moglich.

SDS 20 % (Dodecylsulfate Na-Salt)

1 M Tris-HCI Stammlésung pH 7,6 100 mL
12,1 g Tris l16sen, pH 7,6 mit hochprozentiger HCl einstellen auf
100 mL auffiillen, Losung autoklavieren.

0,5 M EDTA Stammlésung 100 mL
6 g NaOH-Plattchen in etwas Aqua bidest. I6sen

29,3 g EDTA dazugeben, pH 8,0 einstellen,

auf 100 mL auffullen, Lésung autoklavieren.

TE-DNA-Lésungspuffer 100 mL
10 mM Tris-HCl Stammlsg. pH 7,6 1mL
0,1 mMEDTA-Stammlsg. pH 8,0 20 uL

auf 100 mL mit autoklavierten Aqua bidest. auffillen.

3.2.3 Isolation von Plasmid-DNA

Einzelkolonien einer Agarplatte wurde unter Zuhilfenahme autoklavierter Zahnstocher
gepickt und Gber Nacht in 10 mL LB-Medium mit Antibiotikazusatz (Ampicillin 50 pg/mL)
im Schuttler (200 U/min) inkubiert. Die erhaltene Kultur wurde 10 min bei 4.000 U/min
abzentrifugiert. Aus dem erhaltenen Zellpellet erfolgte die Plasmidisolation unter

Verwendung des Miniprep Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben. Zur Elution der Plasmid-

DNA wurden 50 pL Elutionspuffer verwendet.

3.2.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden die Proben
geeignet verdiinnt (Giblicherweise 1:50) und die Extinktion bei 260 und 280 nm gemessen.

Der Konzentrationsbestimmung wurde folgender Richtwert zu Grunde gelegt: 1 OD2gonm

entspricht 50 ug DNA/mL.
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Der Quotient aus ODje0nm/OD2sonm €rlaubt eine Aussage Uber die Qualitdt der DNA-
Praparation bezlglich eventueller Phenol- und/oder Proteinverunreinigungen. Bei hoher

Reinheit liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2.

3.2.5 RNA-Isolation aus Zellkultur

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasy RNA-Isolationskits
(Qiagen), nach Angaben des Herstellers. Das nach Abtrypsinieren und Zentrifugation
erhaltene Zellpellet wurde in 350 oder 600 uL B-Mercaptoethanol-haltigen Lysepuffer
(RLT, Qiagen) aufgenommen. AnschlieRend wurden die Proben unter Verwendung von
Qiashredder-Saulen homogenisiert (Qiagen). Die Isolation der RNA erfolgte durch
Transfer des Homogenisats auf RNeasy-Sdulen und Zentrifugation fir 1 min bei 10.000
U/min. Nach verschiedenen Waschschritten erfolgte die Elution der RNA mittels 30-50 plL
RNase-freiem Wasser. Kurzzeitig wurde die RNA bei -20 °C, langfristig jedoch bei -80 °C

gelagert.

3.2.6 RNA-Isolation aus Gefriermaterial / microRNA-Isolation aus Zellkultur

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Gefriermaterial und von microRNAs aus Zellkulturen
erfolgte mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) gemaR des Protokolls des
Herstellers. Dazu wurden ca. zehn 10 um dicke Schnitte am Kryotom angefertigt und in
1 mL Trizol-Reagenz aufgenommen. Zusatzlich wurde von jedem Praparat ein HE-Schnitt
angefertigt um von einem Pathologen den Tumorgehalt des Materials Uberpriifen zu
lassen. Nach 3-minitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 pL Chloroform
zugefigt und gemischt. Der Ansatz wurde fir 10 min bei 4 °C mit 12000 U/min
zentrifugiert und anschlieBend die wassrige Phase in ein neues Tube Uberfiihrt. Dann
wurden 500 pL Isopropanol zugesetzt und ausgiebig gevortext. Die Inkubation des
Ansatzes erfolgte Gber Nacht bei -20 °C. Am nachsten Tag wurde der Ansatz 10 min bei 4
°C mit 12 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen und das RNA-Pellet
mit 1 mL eiskaltem 96%igem Ethanol gewaschen werden. Nach erneuter Zentrifugation
und Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet noch einmal mit 70%igem Ethanol
gewaschen und nach Zentrifugation an der Luft getrocknet. Das RNA-Pellet wurde dann in
40 pL RNAse-freiem Wasser resuspendiert und die Lésung nach der Messung bei -80 °C

gelagert.
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3.2.7 Gesamt-RNA und microRNA-Isolation aus Paraffinmaterial

Fiir die RNA-Isolation aus Paraffinmaterial wurden 2-8 finf um dicke Schnitte am
Mikrotom angefertigt. Der erste Schnitt wurde verworfen. Das Material wurde in 1 mL
Xylol aufgenommen und die Gesamt-RNA nach Angaben des Herstellers mit dem
miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Elution der RNA erfolgte mit 20 plL

RNase-freiem Wasser.

3.2.8 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden die Proben
geeignet verdiinnt (liblicherweise 1:25) und die Extinktion bei 260 und 280 nm gemessen.
Der Konzentrationsbestimmung wurde folgender Richtwert zu Grunde gelegt: 1 OD,gonm

entspricht 40 pug RNA/mL.

Die Reinheit der Praparation wurde anhand des Quotienten aus ODjeonm/OD2gonm

beurteilt. Bei hoher Reinheit sollte dieser zwischen 1,8 und 2 liegen.

3.3 Reverse Transkription

3.3.1 cDNA-Synthese zur mRNA-Expressionsanalyse

Die cDNA-Synthese der mRNA erfolgte mittels des ,SuperScript Reverse Transkriptase”
Kits (Invitrogen, Karlsruhe). Es wurde je 2 pug RNA zur Synthese eingesetzt. Der pre-
Annealing-Mix setzt sich wie folgt zusammen:

X UL RNA (2 ug)
1 pL random Primer (150 ng/ul)
ad 15 pL mit Aqua bidest.

Der Mix wurde bei 70°C fiir 10 min inkubiert. AnschlieBend wurde zugefiigt:

2 pL 10x Puffer

1uLDTT

1 uL dNTPs (100 mM)

1 uL SuperScript Reverse Transkriptase
5 pL Enzym-Ansatz

Fir die Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1.20°C 10 min
2.42 °C 80 min
3.85°C5 min

Nach der Synthese wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.
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3.3.2. cDNA-Synthese zur microRNA-Expressionsanalyse

Zur Synthese von cDNA aus microRNAs wurden stem-loop-Primer verwendet, die nur eine
spezifische microRNA amplifizierten. Daflir wurde eine 2 ng/uL-Verdiinnung der RNA
hergestellt und insgesamt 10 ng fiir die Reaktion eingesetzt. Der Ansatz bestand aus
Komponenten des TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kits (Applied Biossystems
Darmstadt):

0,17 uL dNTPs (100 mM)

1,10 pL MLV-Reverse Transkriptase
1,65 pL 10x Puffer

0,21 uL RNAse-Inhibitor

4,57 pl Nuclease-freies H,0

7,00 pL Gesamt-Ansatz

Dem Ansatz wurden 3 pL des spezifischen Primers und 5 pL der RNA-Verdinnung
(2 ng/uL) zugefugt.
Fiir die cDNA-Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1.16 °C 30 min
2.42°C30 min
3.85°C5 min
4.4°C

Die synthetisierte miR-cDNA wurde bei -20 °C gelagert und mittels quantitativer real-

time-PCR vermessen.

3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Alle PCR-Reaktionen wurden mit den Komponenten der Hotfire-Pol der Firma Solis
Biodyne (Estland) durchgefiihrt. Ein PCR-Ansatz bestand aus folgenden Komponenten:

17,25 uL H,0
2,5 pL 10x Puffer B
2,5 uL MgCl, (25 mM)
2,0 uL dNTPs (100 mM)
je 0,25 pL Primer (20 uM)
0,25 plL HotStart-Tag-Polymerase
25,0 uL Reaktionsansatz

Dem Reaktionsansatz wurden je nach PCR 1 uL cDNA oder 20-200 ng genomische DNA

hinzugefligt. Die PCR-Reaktion erfolgte im Peltier Thermal-Cycler PT200 nach folgendem
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Programm: 1.95°C15 min

2.95°C20s

3.58°C20s

4.72°C30s

5. Schritt 2-4 35-40x wiederholen

5.72°C10 min

6.4°C
Je nach Template variierte die Anzahl der Synthesezyklen zwischen 35 und 40. Die ideale
Annealing-Temperatur wurde mittels Gradienten-PCR ausgetestet und lag zwischen 55 °C

und 60 °C. Die Synthesezeit wurde in Abhangigkeit von der zu erwartenden ProduktgroRe

variiert.

3.5 quantitative real-time PCR

Fir die quantitative real-time-PCR wurden je nach Fragestellung zwei verschiedene
Anwendungen gewahlt. Die Quantifizierung der microRNA-191 sowie der snoU18-
Expression wurde mittels TagMan-Primer durchgefiihrt (Applied Biosystems, Darmstadt).
Hierbei wurde folgender Reaktionsansatz mit den Komponenten des TagMan Universal
Master Mixes, No AmpErase UNG verwendet:

7,7 uL H,0
10,0 pL Tagman 2x Mix
1,0 uL TagMan-Primer
18,7 uL Reaktionsansatz

Mit 1,3 pL 1:15 verdiinnter cDNA aus der RT-Reaktion versetzen (3.3.2). Der Ansatz wurde
mittels folgenden Programms im Real-time-PCR-Gerdt Rotorgene 3000 (Qiagen, Hilden)
vermessen:

1.95°C 15 min

2.95°C30s

3.60°C60s

4. Schritt 2-4 40x wiederholen

Zur Analyse der mRNA-Expression von MDMX, MDMX-S und des Referenzgens HPRT
wurde folgender real-time-PCR-Ansatz mit den Komponenten des Maxima-Kits
(Fermentas, St. Leon-Rot) erstellt:

7,5 L Quantitect
5,5 uL H,0
1,0 pL Primer (vorwarts und riickwarts)

1,0 uL cDNA
15 puL Reaktionsansatz
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Der Ansatz wurde mittels folgenden Programms im Real-time-PCR-Gerat Rotorgene 3000
(Qiagen, Hilden) vermessen:

1.95°C 15 min

2.95°C20s

3.60°C30s

4,72°C30s

5. Schritt 2-4 40x wiederholen

6. Schmelzkurve
Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AACT-Methode nach Livak und
Schmittgen (Livak und Schmittgen, 2001). Es handelt sich dabei um eine relative
Quantifizierung mittels des Vergleichs der CT-Werte (threshold cycle; Anzahl der Zyklen,
bei der die Produktmenge einen definierten Schwellenwert erreicht) des zu

untersuchenden Gens mit den CT-Werten eines Referenzgens. Dabei wird eine 100 %ige

PCR-Effizienz vorausgesetzt. Die AACT-Werte errechneten sich mittels folgender Formel:

AACT = 2—(CT(Gen)—CT(Referenz))—(CT(KaIibrator)—CT(Referenz))

3.6 Genotypisierung mittels real-time PCR

Die Tagman ,Genotyping-Assays” wurden fiir den jeweiligen zu untersuchenden SNP
(,single nucleotide polymorphism“) bei der Firma Applied Biosystems bestellt. Der
Tagman-Assay enthalt fir das Wildtyp-Allel eine FAM-markierte Sonde sowie fiir das
mutierte Allel eine VIC-markierte Sonde. Je nachdem welches Allel in der Probe
vorhanden ist, erhalt man bei homozygoten Proben nur ein Signal bzw. bei heterozygoten
Proben das Signal beider Farbstoffe. Fiir die PCR wurde folgender Reaktionsansatz aus
den Komponenten des Hotfire-Pol-Kits (Solis Biodyne, Estland) verwendet:

12,6 pL H,0
2,0 uL 10x Puffer B
2,0 uL MgCl, (25 mM)
1,6 uL dNTPs (100 mM)
0,5 puL TagMan-Primer
0,3 pL Hotfire-Pol
1,0 uL DNA (20 ng/uL)
20,0 pL Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde mittels folgenden Programms im Real-time-PCR-Gerat Rotorgene 3000
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(Qiagen, Hilden) vermessen: 1.95°C 15 min
2.95°C15s
3.60°C20s
4,72°C20s
5. Schritt 2-4 40x wiederholen

Jeder Lauf enthielt zusatzlich 3 bekannte Proben der moéglichen Allelverteilungen, welche
vorher durch Sequenzierung ermittelt wurden. Die Auswertung erfolgte mit der Allelic

Discrimination-Software des Rotorgene 3000.

3.7 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung von DNA erfolgte unter Nutzung des BigDyeT'vI Terminator Sequencing
Kits 1.1 oder 3.1 der Firma ABI Prism (Applied Biosystems, USA). Ein 20 pulL
Sequenzieransatz enthielt 2-4 pL BigDye™ Sequencing Mix, 4 pL (3,2 pmol/uL) eines
spezifischen Primers, 1-5 ulL gereinigtes PCR-Produkt oder 300 ng Plasmid-DNA. Das
fehlende Volumen wurde mit 5x Sequenzierpuffer (ABI Prism) aufgefillt. Die

k™-Thermocycler mit

Sequenzierreaktion lief in 0,5 mL ReaktionsgefdRen im Triobloc
Heizdeckel nach folgendem Programm ab:

1.96 °C 1 min

2.96 °C 10 sek

3.50°C5 sek

4. 60 °C4 min

5. Schritt 2-4 25x wiederholen

6.4 °C
AnschlieBend erfolgte die Reinigung des Sequenzierproduktes, dabei sollten die
ReaktionsgefaBe moglichst vor direkter Lichteinstrahlung geschitzt werden. Jedem
Ansatz wurden 2 pL 125 mM EDTA, 2 uL 3 M Natriumacetat und 50 pL 96 %iger Ethanol
zugegeben, gevortext und flir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die gefdllte DNA
wurde anschlieBend fir 30 min bei 4 °C und 6000 U/min abzentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstandes und Waschen des Pellets mit 70 pL 70 %igem Ethanol wurde 10 min bei
4 °C und 6000 U/min zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Ethanols wurde

das Pellet ca. 10 min bei 80 °C im Thermocycler getrocknet.

Die Analyse der Proben erfolgte am Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durch Frau Dr. Darmer und Herrn Dr. Christov

unter Nutzung eines ABI Prism DNA-Sequencers.
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3.8 DNA-Untersuchungen

3.8.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifikation der DNA nach einer PCR-Reaktion wurde
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. In Abhangigkeit von der zu erwartenden
Fragmentlange wurden 1-2 %ige Agarosegele (jeweils in 100 mL 0,5x TBE-Puffer versetzt
mit 5 pL Ethidiumbromid [10 mg/mL]) angefertigt. Die Elektrophorese erfolgte in
Gelkammern der Firma Bioplex mit 0,5x TBE-Laufpuffer. Es wurden jeweils 5 puL PCR-
Produkt mit 1,5 uL DNA-Auftragspuffer (siehe Kap. 2.9) gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei ca. 90 Volt. Nach dem Gellauf wurden die
Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht und mit dem Geldokumentationssystem
BioDocAnalyze (Biometra) ausgewertet. Zur GroBenbestimmung der PCR-Produkte

dienten DNA-L3angenstandards.

3.8.2 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Fiir die Aufreinigung von DNA wurden zundchst ca. 10-20 uL des PCR-Produktes im
Agarose-Gel aufgetrennt (3.8.1). Auf dem UV-Tisch wurden die Banden von Interesse mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Es wurde darauf geachtet, dass die Gele nur eine
moglichst geringe Zeit dem UV-Licht ausgesetzt sind, um keine DNA-Veranderungen zu
induzieren. Anschliefend erfolgte die Reinigung unter Verwendung des QiaQuick-
Gelextraktionskits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers, mit der Ausnahme, dass
zum Losen der Agarose QX1-Puffer, statt QG-Puffer aus dem Qiagen-Gelextraktionskit

verwendet wurde.

3.8.3 TBE-Gelelektrophorese (SSCP-Analyse)
Zur Untersuchung von Mutationen innerhalb des p53-Gens wurden die erhaltenen PCR-
Produkte nach Denaturierung einer hochauflosenden TBE-Gelelektrophorese unterzogen.

Die Banden wurden nach dem Gellauf mittels Silberfarbung sichtbar gemacht.

3.8.3.1 Probenvorbereitung und Gellauf

Zwischen 10 und 20 pL PCR-Produkt wurden tiber Nacht mit 100 pL Isopropanol bei -20 °C
gefallt. Die Beurteilung der Menge des zu fallenden PCR-Produktes erfolgte anhand der
Intensitdt der Banden im Agarose-Gel. Die Proben wurden nun 15 min bei 4 °C und 12.000

U/min zentrifugiert und anschlieRend wurde das Isopropanol abgegossen und die Proben
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ca. 10 min bei 80 °C getrocknet. Das erhaltene Pellet wurde mit 8 uL Auftragspuffer
versetzt und erneut 10 min bei 80 °C erhitzt. Nach weiteren 10 min bei -20 °C konnten die
Proben auf ein 8 %iges TBE-Gel (Invitrogen) aufgetragen werden. Zusatzlich wurden 3 plL
DNA-Langenstandard mit 2 puL Auftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als
Laufpuffer diente 1x TBE-Puffer. Der Gellauf erfolgte fiir ca. 1 h bei 175 V im Kiihlschrank,

bis die untere Farbstoffbande (Bromphenolblau) aus dem Gel gelaufen war.

Auftragspuffer: Formamid 10 mL
Xylenxyanol 10 mg
Bromphenolblau 10 mg
EDTA (0,5 M pH 8,0) 200 pL

3.8.3.2 Silberfarbung
Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Gel unter Verwendung eines Gelmessers aus

der Gellaufkassette entfernt und die Silberfarbung in kleinen Farbeschalen durchgefihrt.

Gel kurz mit Aqua bidest. spiilen
5 min mit 10 %igem Ethanol spulen, 2x mit Aqua bidest. spilen

3 min mit 1 %iger Salpetersaure spilen, 2x mit Aqua bidest. spiilen

P W N

20 min mit frischer 0,1 %iger Silbernitratlésung abgedeckt inkubieren,

2x mit Aqua bidest. spilen

5. zum Entwickeln mit Natriumcarbonat-Formalin-Lésung spulen, Losung mehrmals
wechseln (59,4 g Natriumcarbonat, 2 mL 37 %iges Formalin auf 2 L Aqua bidest.)

6. zum Abstoppen 1 min mit 6 %iger Essigsdure spilen

7. 2 min Aqua bidest

AnschlieBend wurde das Gel auf Filterpapier Gbertragen und fiir ca. 1 h bei 70 °C unter

Vakuum getrocknet.

3.9 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.9.1 Ligation
Die direkte Klonierung von PCR-Produkten zur Identifizierung von SpleiBvarianten erfolgte

unter Verwendung des TOPO-TA-Cloning Kits (Invitrogen). Der fir die Klonierung genutzte
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pCR2.1—TOPO—Vektor enthielt GUberhangende T-Enden, die eine effiziente Ligation mit
dem PCR-Produkt erlauben. Fiir jeden Klonierungsansatz wurden 4 uL gereinigtes PCR-
Produkt (3.8.2), mit 1 pL Salzlésung und 1 pL pCR®2.1-TOPO-Vektor vorsichtig vermischt

und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Luciferase-Vektoren psiCheck2 (Promega) und die zugehorigen DNA-Fragmente
wurden nach folgendem Protokoll verdaut:

8,5 ul H,0
4,0 pl Vektor oder cDNA
1,5 pl Puffer R (10x)

1,0 ul Xho|
15,0 ul Ansatz

Programm: 37 °C fiir 30 min

Nach dem Verdau wurden die Fragment nach dem in Abschnitt 3.8.2. beschriebenen
Protokoll aufgereinigt. Im Anschluss daran wurde sofort die Ligationsreaktion angesetzt.
Die Ligation erfolgt in folgendem Ansatz:

7,0 }J.' Hzo

4,0 pl Vektor-Losung (verdaut)
2,0 ul DNA-Fragment

2,0 ul Ligase-Puffer (10x)

3,0 ul T4-Ligase

2,0 ul PEG
20 pul Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 16 °C inkubiert. Vor Gebrauch wurde bei 85 °C die

Ligase inaktiviert.

3.9.2 Transformation von E. coli-Zellen

Fir jede Transformation wurde ein 100 uL Aliquot chemisch kompetenter E. coli-Zellen
(TOP10, Invitrogen) auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden mit 2 pL des
Ligationsansatzes vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Zur DNA-Aufnahme
wurden die Zellen einem 30 s andauerndem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt und
anschlieBend sofort auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von 250 pL S.0.C-Medium
(Kitkomponente der TOP10-Zellen) wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C unter leichtem
horizontalem  Schitteln (200 U/min) inkubiert. 25 und 100 pL des
Transformationsansatzes wurden auf vorgewarmten Selektionsagarplatten ausgestrichen

und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Die Selektion positiver Transformanden erfolgte durch Zugabe von 50 pg/mL Ampicillin in
den Selektionsagar und zusatzlich wurde, je nach verwendetem Plasmid, eine Blau/WeiR-

Selektion unter Verwendung von X-Gal (40 ug/mL) durchgefiihrt.

3.9.3 Analyse positiver Transformanden

Zur Analyse positiver Transformanden wurden weie oder leicht blaue Kolonien mit
einem sterilen Zahnstocher gepickt und in einen bereits vorbereiteten PCR-Ansatz
Uberfihrt. Nach Amplifikation der Plasmid-DNA und anschlieBender Agarose-
Gelelektrophorese (3.4.) wurden Kolonien, die das gewtlinschte Insert enthielten, zur
Anzucht von Ubernachtkulturen genutzt. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte wie in
3.2.3 beschrieben. Die erhaltenen Plasmide konnten nun durch PCR oder Sequenzierung

analysiert werden.

3.10 Western-Blot Analysen

3.10.1 Proteinisolation durch Lyse der Zellen nach Giordano

Zur Herstellung frischer Giordano-Lysate wurden die Zellen in 6-Lochplatten oder 10 cm
Petrischalen 2x mit eiskaltem PBS gewaschen. Es erfolgte die sofortige Zugabe von 30 bis
200 pL Giordano-Lysepuffers (siehe 2.10; versetzt mit Protease-Inhibitor Cocktail 1:100).
Die Zellen lysierten ca. 15 min auf Eis. Anschlieend wurden die Zellen unter Zuhilfe-
nahme eines Zellschabers von den Platten geldst und die Lysate in 1,5 mL Reaktions-
gefdlle Uberfihrt. Die Zellen lysierten nun weitere 15 min auf Eis. AnschlieRend wurden
die Zelltrimmer durch Zentrifugation fiir 15 min bei 15.000 U/min und 4 °C entfernt. Fir
die Langzeitlagerung der Proteinlysate wurde dem Giordano-Puffer 10 % Glycerol

zugesetzt.

3.10.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der erhaltenen Lysate erfolgte nach der
Bradford-Methode. Zunachst wurden 800 uL Aqua bidest. mit 200 uL Protein-Assay-
Reagenz der Firma Biorad vermischt. Diesem Ansatz wurden nun 5 pL der Proteinlésung
zugesetzt. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der

Absorption bei 595 nm. Die Proteinkonzentration wurde aus einer Eichkurve ermittelt.
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3.10.3 Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in 4-12 %igen Bis-Tris-
Gelen (Invitrogen). Als Laufpuffer wurde 1x MES-Puffer verwendet (hergestellt aus 20x
Stammldsung, Invitrogen), wobei der hinteren Gelkammer der XCell 1l Minicell
(Invitrogen) zusatzlich 500 puL Nupage® Antioxidanz (Invitrogen) zugesetzt wurde. 20 bis
40 ug der Proteinlysate wurden mit 5 pL 4x LDS-Probenpuffer (Invitrogen) und 2 pL
Proben-reduzierendem Agenz (10x, Invitrogen) versetzt und mit Aqua bidest. auf ein
Volumen von 20 plL aufgefiillt. Die Proben wurden fir 10 min bei 95 °C denaturiert und
anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte ca. 1 h bei 200 V im
Kihlschrank. Zur GrofRenbestimmung wurde ein Protein-Molekulargewichtsstandard

(SeeBlue Plus2®, Invitrogen) mitgefiihrt.

3.10.4 Ubertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran

Nach dem Gellauf wurden die aufgetrennten Proteine durch die Tank-Blot Methode unter
Nutzung einer Mini Trans-Blot® Cell (Biorad) auf eine PVDF-Membran (0,45 um
PorengroRe, Millipore) (bertragen. Zunachst wurden die Geltaschen vorsichtig
abgetrennt. Die Membran wurde fiir 10 s in Methanol aktiviert und in 1x Transferpuffer
vorinkubiert. Auf die schwarze Seite der Tank-Blot-Kassette wurde ein in Transferpuffer
getrankter Schwamm, ein Stilick Filterpapier, das Bis-Tris-Gel, die Nitrocellulose-
Membran, gefolgt von Filterpapier und Schwamm luftblasenfrei geschichtet. Der Transfer
erfolgte bei 300 mA fiir 3 h im Kihlschrank. Die Proteinbanden konnten durch reversible

Ponceau-Farbung sichtbar gemacht werden.

3.10.5 Immundetektion

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde der Blot 1 h bei Raumtemperatur
in 10 % Milchpulver in TBS-T oder PBS-T unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieSend
wurde die Membran kurz in TBS-T oder PBS-T gewaschen und schlielRlich der
Primadrantikorper in entsprechender Verdiinnung (siehe Tabelle 2-4) in 10 % Milchpulver
in TBS-T/PBS-T aufgebracht. Nach der Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln wurde der Blot 1x 5 min mit TBS/PBS, 2x 5 min
mit TBS-T/PBS-T und wieder 1x 5 min mit TBS/PBS gewaschen. Der entsprechende mit
Meerrettich-Peroxidase konjungierte Sekundarantikorper wurde ebenfalls in 10 %

Milchpulver in TBS-T/PBS-T nach Herstellerangaben (Tabelle 2-4) verdiinnt und der Blot
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60 min unter Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Das Waschen der Membran
erfolgte wie nach der Inkubation des Primdrantikorpers. Fir den Nachweis der
Antikorperbindung wurde das ECL Western Blotting Detection System der Firma
Amersham Pharmacia verwendet. Dafiir wurden die Losung A und B zu je gleichen Teilen
(2 mL) miteinander vermischt und die Membran fiir 60 s damit benetzt und nun zwischen
zwei Stickchen Druckerfolie gelegt. Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte in der
Dunkelkammer durch Auflegen von CL-X Posure Film (Bioscience) Rontgenfilmen fiir 30 s
bis 20 min. Die Entwicklung der Filme erfolgte im Hyperprocessor Réntgenfilmentwickler
(Amersham). Die Auswertung der Intensitdat der Banden erfolgte densitometrisch, unter

Nutzung der Software des BioDocAnalyze Imagemasters (Biometra).

3.11 Transfektionsversuche
3.11.1 Transfektion von Oligonukleotiden /Antagomirs
Fir eine anschlieBende RNA- und Proteinisolierung wurden die Zellen 24 h vor der
Transfektion in 6-cm-Schalen mit einer Dichte von 300.000 Zellen eingestreut. Die
Transfektion erfolgt mit dem Transfektionsreagenz Interferin (Polyplus Transfection, New
York, NY, USA). Die Endkonzentration der siRNA im Medium betrug 1 nM, der Antagomirs
zwischen 2 und 50 nM. Zunachst wurden die siRNAs/Antagomirs mit dem Medium
verdliinnt und kurz gevortext. Fiir die Herstellung der Verdiinnungen und die Ausbildung
des Komplexes wurde serumfreies Medium verwendet. Nach Zugabe der entsprechenden
Menge Interferin und vorsichtigem Mischen, wurde der Ansatz fir mindestens 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium der Zellen durch
frisches Medium mit Serum in der entsprechenden Menge ersetzt. Nach Ende der
Inkubationszeit erfolgte die tropfenweise Zugabe des Komplexes auf die Zellen unter
leichtem Schwenken der Kulturschale.
Fiir die Transfektion einer 6 cm-Zellkulturschale (ceng=1 NM) mit 4 mL Medium wurde
folgender Ansatz gemischt:
22,0 pl Oligonukleotid-Verdiinnung (1:100 einer 20 pM Stammldsung)
378,0 ul serumfreies Medium

30,0 ul Transfektionsreagenz
430,0 pl Gesamtansatz
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3.11.2 Transfektion von Expressionsvektoren / Luciferasevektoren
Zur Transfektion von Vektoren wurde der Transfektionskit Effectene (Qiagen, Hilden)
gewahlt. Es wurde je 1 pg des Vektors transfiziert. Flir die Transfektion eines Wells einer
96-well-Platte wurde folgender Ansatz gemischt: x ul Vektorlosung (1 pg)

2,0 ul DNA-Enhancer

2,5 ul Effectene-Transfektionsreagenz

ad 25,0 pl mit EC-Puffer
Der Ansatz wurde gevortext und 15 min inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium
der Zellen erneuert und nach Inkubation des Transfektionsgemisches wurde dieses auf
die Zellen gegeben. Die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz dauerte in der

Regel 24 h.

3.12 Luciferase-Assay

Mittels des Luciferase-Assay sollte die Regulation einer mRNA durch eine bestimmte
microRNA nachgewiesen werden. Dazu wurde vorher ein die putative Bindestelle der
microRNA enthaltendes Fragment aus dem 3°-UTR der zu untersuchenden mRNA in einen
Luciferase-Vektor kloniert (siehe 3.9). In diesem Fall wurde ein 224 bp groRRes Fragment
aus dem 3-UTR des MDMX-Gens mit Mittelpunkt um den SNP34091 mittels PCR
amplifiziert. Dabei wurde als template genomische DNA der Zelllinien EFO-21 (C/C) und
OAW-42 (A/A) genutzt. Die erhaltenen Fragmente wurden in den psicheck2-Vektor
(Promega, Heidelberg) kloniert.

Im ersten Schritt wurden die Zellen (A2780) in weille 96-well-Platten (Greiner, Nirtingen)
ausgestreut und 24 h angeziichtet. Die Zellen wurden dann wie in Abschnitt 3.11.2
beschrieben mit den Luciferase-Vektoren oder dem leeren psicheck2 Vektor transfiziert.
Die Zellen wurden 24 h kultiviert und anschlieBend auf ihre Luciferase-Aktivitat
vermessen.

Dazu wurde der Dual-Glo-Kit (Promega, Heidelberg) verwendet. Zuerst wurde eine
Substrat-Losung zur Vermessung der Firefly-Luciferase-Aktivitat (Kontrollgen) hergestellt
und je 50 pl je well auf die Zellen gegeben. Die Vermessung erfolgte bei Raumtemperatur
im Plattenreader Genios (Tecan, Groding, Osterreich) nach einer Prd-Inkubations-Phase
von 15 Minuten. Nach Beendigung der Messung wurde die Firefly-Luciferase durch
Zugabe der zweiten Substrat-Losung inhibiert, mit der die Renilla-Luciferase-Aktivitat

(Reportergen) gemessen werden konnte. Dazu wurde nach einer Pra-Inkubationsphase
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von 15 min die Platte noch einmal im Plattenreader Genios (Tecan) vermessen. Die
beiden Werte wurden dann in Beziehung gesetzt, um den relativen Wert der Luciferase-

Aktivitat zu bestimmen.

3.13 Affinitatsreinigung nach Transfektion von Biotin-markierter mir-191

Die Affinitatsreinigung wurde aufgrund der grofReren Erfahrung in der Arbeitsgruppe von
Anders Lund in Kopenhagen durchgefiihrt (Christoffersen et al., 2010; Orom und Lund,
2007). Die Zellen wurden zundchst in 10 cm Schalen eingestreut. Nach 24 h wurden die
Zellen mit 2 nM Biotin-markierter mir-191, Biotin-markierter mir-10A oder unmarkierter
mir-191 transfiziert. Nach weiteren 24 h wurden pro Ansatz 25 ulL Streptavidin-Agarose-
Beads (GE, Healthcare) zweimal mit Lysepuffer gewaschen. Zuvor wurden die Beads fiir
3 h bei 4 °C mit BSA blockiert, um unspezifische Bindungen zwischen RNA und Proteinen
zu verhindern. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, mit 1 mL Lysepuffer
versetzt, auf Eis abgeschabt, und das Lysat fir weitere 10 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde das Lysat fir 15 min bei 4 °C und 12.000 g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. 50 pL dieses Zelllysats wurden
als input-Kontrolle abgenommen, der Rest mit den gewaschenen Streptavidin-Agarose-
Beads flr eine Stunde bei 4 °C rotiert. AnschlieBend wurden die Beads viermal mit
eiskaltem Lysepuffer gewaschen. Zu den Beads und zur input-Kontrolle wurden dann
200 pL Trizol-Reagenz hinzugegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
40 pL Chloroform, wurde fiir 30 s gevortext und der Ansatz fir 15 min bei 12.000 g bei
4 °C abzentrifugiert, und der Uberstand danach in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt.
Die Prazipitation der RNA erfolgte fir mindestens 1 h nach Zugabe von 1 pL GlycoBlue
(Ambion), 6 uL 5 M NaCl und 360 pL eiskalten 95 %igen Ethanol. Der Ansatz wurde wie
gehabt abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 500 pL 70 %igem
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen

und das Pellet luftgetrocknet. Die RNA wurde in 10-20 puL RNase-freiem Wasser gel6st.

Lysepuffer: 20 mM Tris, pH 7,5
200 mM NacCl
2,5 mM MgCl,

Dem Puffer werden kurz vor Gebrauch 1 mM DTT und RNase-Inhibitoren zugegeben.
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3.14 Immunhistochemie

Immunhistochemische Untersuchungen wurden entweder an Formalin- oder Aceton-

fixierten Kryoschnitten durchgefiihrt. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 2.6

beschrieben. Das nachfolgend dargestellte Protokoll kann fir Paraffin- und

Gefrierschnitte gleichermaRBen verwendet werden (bei Gefrierschnitten entfdllt die

Entparaffinierung).

1. Anfertigung von 4 um-dicken Schnitten

2. Schnitte auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager (Superfrost) aufziehen

3. Objekttrager 15 min bei 60 °C inkubieren

4. Entparaffinierung im Xylolbad (2 x 5 min)

5. Schnitte in absteigender Alkoholreihe rehydrieren (2 x 3 min 99 % Ethanol, 2 x 1 min
95 % Ethanol, 2 x 1 min 70 % Ethanol)

6. Objekttrager fiir 5 min in PBS pH 7,4 spiilen

7.30 min in 2 %iger H,0,-Losung inkubieren (Abweichungen sind moglich und missen fir
jedes Gewebe individuell ermittelt werden)

9. 5 min Inkubation in 6 %iger Tragerproteinlosung zur Blockierung unspezifischer
Bindungen

10. vorsichtig die Tragerproteinlésung vom Praparat abtupfen

11. Auftragen des Primar-Antikorpers in entsprechender Verdiinnung

12. Inkubation in feuchter Kammer 1 h bei RT oder UN bei 4 °C

13. zweimal fiir 5 min mit PBS pH 7,4 spiilen

14. 10 min mit biotinyliertem Sekundar-AK bei RT inkubieren (Anti-Maus- oder Anti-

Kaninchen-Ig)

15. zweimal fir 5 min mit PBS pH 7,4 spllen

16. 10 min mit Peroxidase-konjugierter Streptavidin-Losung bei RT inkubieren

17. zweimal fir 5 min mit PBS pH 7,4 spllen

18. 3 =5 min mit Chromogen-Lsg. (DAKO) inkubieren, zweimal fiir 5 min mit PBS pH 7,4

spllen

19. mit Hamatoxilin gegenfarben und bldauen

20. Eindecken der Schnitte mit Gelatine (Merck)

Die gefdrbten Praparate wurden von jeweils zwei Personen unabhdngig voneinander

ausgewertet. Im Falle von unterschiedlichen Ergebnissen in der Begutachtung wurde die



Kapitel 3 Methoden

Farbung fur die fraglichen Proben an neuen Schnitten des gleichen Praparats wiederholt.
Eine Probe wurde dann als positiv bewertet, wenn mindestens 10 % der Tumorzellen eine

signifikante Farbung aufwiesen.

3.15 Suchalgorithmen fiir microRNA-Proteintargets

Mittels im Internet verfligbarer Suchalgorithmen wurden putative mRNA-Targets
ausgesuchter microRNAs identifiziert. Es wurden die Datenbanken TargetScan 4.2, PicTar,
miRBase und miRanda verwendet.

http-Adressen der Datenbanken (Stand Marz 2010):
TargetScan 4.2 http://www.targetscan.org
PicTar http://pictar.mdc-berlin.de
miRanda http://www.microRNA.org
miRBase http://microrna.sanger.ac.uk/targets/v5/

3.16 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Als signifikant wurden dabei alle Werte eingestuft, die innerhalb des
Wahrscheinlichkeitsintervalls von 0,05 lagen. Die statistischen Analysen umfassten
Uberlebenszeitanalysen (Kaplan-Meier-Analyse, multivariate Cox-Regressionsanalyse),
t-Tests, Chi’-Tests (Kreuztabellen) und bivariate Korrelationen. Die Uberlebenszeitanalyse
ist eine statistische Analyse, bei der die Zeit bis zum Eintreten eines bestimmten
Ereignisses zwischen zwei oder mehr Gruppen verglichen wird. Mithilfe dieser Analyse
kénnen die Effekte von prognostischen Faktoren, medizinischer Behandlung oder
schadlichen Einflissen auf das Erreichen eines spezifischen Endpunktes (Tod des
Patienten, Heilung, Neuerkrankung oder Eintreten von Komplikationen) geschatzt
werden. Beispiele fiir solche Analysen sind die Kaplan-Meier-Analyse oder die Cox-
Regression. Bei der Kaplan-Meier-Analyse kann die Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis
bis zu einem bestimmten Zeitpunkt eintrifft, auch dann berechnet werden, wenn nicht
alle Patienten identische Beobachtungszeitraume haben. Es wird dabei das kumulative
Uberleben der Patientengruppen mit der Uberlebenszeit verglichen. Die Kaplan-Meier-
Kurve ist weiterhin geeignet zum Ablesen spezifischer Uberlebensraten (z.B. 1- oder 5-
Jahres-Uberlebensrate) oder genereller Uberlebenszeiten. Die Cox-Regression basiert auf
dem Konzept der Hazardrate, mit der die Wahrscheinlichkeit eines ,Austrittsereignisses”

(z.B. Tod einer Person) zu einem festen Zeitpunkt geschatzt wird. Der Vorteil gegenliber
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der Kaplan-Meier-Analyse liegt darin, dass weitere prognostische Faktoren in das Modell
integriert werden konnen. Da bei Tumorerkrankungen klinische Parameter wie das
Tumorstadium oder der Resektionsgrad eine wichtige Rolle fiir die Prognose spielen, kann
daher der Einfluss dieser Parameter in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
einbezogen werden, so dass die Prognoserelevanz des zu untersuchenden Faktors ohne

Einfluss der klinischen Faktoren ausgedriickt werden kann.
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4. Ergebnisse
4.1 Untersuchungen zur MDM2- und MDMX-Genamplifikation in Ovarialkarzinomen

In Glioblastomen konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden, dass in einem
geringen Prozentsatz eine Amplifikation des MDMX-Gens vorliegt (Riemenschneider et
al., 1999). Zur Rolle von MDM2-Genamplifikationen gibt es in der Literatur wider-
sprichliche Daten. Zum einem weist der Chromosomenarm 12q13-14, auf dem auch das
MDM2-Gen lokalisert ist, in Ovarialkarzinomen haufig Zugewinne auf (Hauptmann et al.,
2002). Eine andere Arbeitsgruppe fand jedoch nur eine geringe Amplifikationsrate bei
Tumoren in Stadium Il (Courjal et al., 1996). In dem am Institut fir Pathologie
vorhandenen Ovarialkarzinomkollektiv. wurde auch die MDM2- und MDMX-
Genamplifikationsrate mittels real-time PCR untersucht. Dabei wurden die Signale von
MDM2 bzw. MDMX ins Verhaltnis zu den Signalen des Referenzgens Prothrombin gesetzt.
Das Prothrombin-Gen liegt in Tumoren in der Regel mit nur einer Kopie vor. Zunachst
wurde der Assay mit DNA von gesunden Blutspendern etabliert. Wie in Abbildung 4-1B zu
sehen, liegen die Amplifikationskurven von MDMX und Prothrombin direkt libereinander,

was dafiir spricht, dass das MDMX-Gen nicht amplifiziert vorliegt. In Abbildung 4-1A wird
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Abb. 4-1: A — MDMX-Amplifikation in Abhangigkeit von der eingesetzten Menge an DNA. B — Kurvenverlauf
nach Amplifikation des MDMX-Gens und des Prothrombin-Gens mit DNA von gesunden Blutspendern.
Beide Kurven laufen direkt (ibereinander. Das MDMX-Gen liegt hier in nur einer Kopie vor.




Kapitel 4 Ergebnisse

deutlich, dass die Kurven von der Menge an eingesetzter DNA abhangig sind. Da fiir die
Untersuchung am Patientenmaterial kein Normalgewebe zur Verfligung stand, diente die
vom gesunden Oberflachenepithel des Ovars abstammende Zelllinie HOSE als Referenz.
Fir die Auswertung wurde das Verhaltnis von amplifizierter MDM2- bzw. MDMX-DNA zu
Prothrombin bestimmt und mit dem Verhaltnis der Zelllinie HOSE verglichen. War der
Wert des Tumors im Vergleich zur Zelllinie mindestens 3-fach hoher, wurde der Tumor als
amplifiziert eingestuft. Von den 90 untersuchten Tumoren wiesen 26 eine MDM2-
Amplifikation (28,8 %) auf. Wie in Abbildung 4-2 deutlich wird, zeigte sich in der Kaplan-

Meier-Kurve jedoch kein Unterschied im Uberleben zwischen den zwei Patientengruppen
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Abbildung 4-2: Kaplan-Meier-Kurve; Es findet sich keine Korrelation zwischen MDM2-Genamplifikation und
dem Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen.

(p=0,937). Die durchschnittliche Uberlebenszeit fiir Patientinnen mit MDM2-Amplifikation
betrug 56,2 Monate. Fiir Patienten ohne MDM2-Amplifikation lag die durchschnittliche
Uberlebenszeit bei 57,4 Monaten (p=0,937). Nach Unterteilung des Kollektivs in low-
grade und high-grade Karzinome zeigte sich auch innerhalb dieser beiden Gruppen kein
Unterschied im Uberleben von Patientinnen mit und ohne MDM2-Amplifikation (MDM?2
ampl. p=0,844; MDMZ2 nicht ampl. p=0,97).
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Bei der Untersuchung der MDMX-Amplifikation fand sich dagegen ein deutlicher
Unterschied beim Uberleben zwischen Patientinnen mit und ohne Amplifikation im
Tumor (siehe Abbildung 4-3). 15 der 98 untersuchten Ovarialkarzinome wiesen eine
MDMX-Genamplifikation auf (15,3 %). Dabei hatten die Patientinnen mit MDMX-

Genamplifikation eine mittlere Uberlebenszeit von 32 Monaten, wihrend Frauen ohne
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Abbildung 4-3: Kaplan-Meier-Kurve; Eine MDMX-Genamplifikation korreliert mit einem verkirzten
Gesamtilberleben bei Ovarialkarzinompatientinnen.

Genamplifikation eine mittlere Uberlebenszeit von 61 Monaten aufwiesen. Die Daten sind
jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,121). In der multivariaten Cox-Regression
(adjustiert nach Resttumor) zeigte sich fir Patientinnen mit MDMX-Genamplifikation ein
2,2-fach erhéhtes Risiko am Tumor zu versterben (p=0,101). Bei Unterteilung des
Kollektivs wiesen 15 % der low-grade Karzinome (4/23) und 15 % der high-grade
Karzinome (11/60) eine Amplifikation des MDMX-Gens auf. Dabei war bei den low-grade-
Karzinomen kein Unterschied im Uberleben zwischen Patientinnen mit und ohne MDMX-
Amplifikation auszumachen (p=0,572; Daten nicht gezeigt). In der Gruppe der high-grade

Karzinome hingegen zeigten die Patientinnen mit MDMX-Genamplifikation ein deutlich



Kapitel 4 Ergebnisse 56

verkirztes Gesamtiiberleben (p=0,001; siehe Abb. 4-4). In der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse (adjustiert nach Resttumor) haben die Patientinnen mit MDMX-
Amplifikation ein 3,2-fach erhéhtes Risiko am Tumor zu versterben (p=0,039). Im
nachsten Schritt wurde RNA aus den Formalin-fixierten in Paraffin-eingebetteten
Geweben isoliert. Nach reverser Transkription der RNA wurden die Mengen von ,full-
length“-MDMX mRNA und der SpleiBvariante MDMX-S (charakterisiert durch den Verlust
von Exon 6) mittels realtime PCR quantifiziert. Dabei konnte keine Korrelation zwischen
MDMX-Amplifikation und full-length-MDMX mRNA gefunden werden (p=0,738; Daten
nicht gezeigt). In dem Kollektiv der Ovarialkarzinome wurde auch keine Korrelation
zwischen des Verhdltnisses von full-length-MDMX mRNA und MDMX-S mRNA zum
Uberleben gefunden (p=0,643). Dieses Ergebnis muss jedoch kritisch betrachtet werden,
da die Qualitat der RNA aus dem Formalin-fixierten Gewebe schlecht war, und kein

Gefriermaterial zur Verfligung stand.
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Abbildung 4-4: Kaplan-Meier-Kurve zur MDMX-Genamplifikation in high-grade Ovarialkarzinomen. Eine
MDMX-Amplifikation  korreliert signifikant mit einem verkiirzten Uberleben in high-grade
Ovarialkarzinomen.
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4.2 Untersuchung zur Bedeutung von p53-Verdanderungen und des SNP309 fiir die

Prognose von Ovarialkarzinompatientinnen

Ziel dieser Untersuchungen war es, den Status des SNP309 im MDM2-Gen, p53-
Sequenzverdanderungen und die p53-Proteinexpression fir Ovarialkarzinome zu
untersuchen. Wie bereits bekannt ist, fiihrt das G-Allel des SNP309 im P2-Promotor des
MDM2-Gens zu einer Abschwachung des p53-Tumorsuppressorpathways (Bond et al.,
2004). Im Vorfeld dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der SNP309 in
einer Bindestelle fiir den Ostrogenrezeptor-a (ERa) liegt (Bond et al., 2006; Kinyamu und
Archer, 2003). Somit ist die Transkription der MDM2-mRNA vom P2-Promotor durch den
ERa induzierbar, wodurch der SNP309 einen Einfluss auf die Tumorentstehung hat. Mit
dieser Untersuchung sollte nun gezeigt werden, ob Polymorphismen oder Mutationen im
p53-Signalweg auch als Marker fir die Prognose von Ovarialkarzinompatientinnen
genutzt werden konnen. Dafir wurden der Status des SNP309, p53-
Sequenzverdanderungen und die p53-Proteinexpression an einer Gruppe von 107

Ovarialkarzinompatientinnen untersucht.

4.2.1 p53-Mutations- und Proteinexpressionsstatus

Das zur Verfligung stehende Material wurde zundchst mittels SSCP-Analysen auf
Veranderungen untersucht. Dafiir wurden Exon 2 bis 9 des p53-Gens mittels PCR
amplifiziert. Fur die folgende SSCP-Analyse wurde die Intensitdt der PCR-Produkte im
Agarose-Gel beurteilt werden. Die entsprechende Menge an PCR-Produkt wurde gefallt
und in der denaturierenden DNA-Gelelektrophorese aufgetrennt. Anhand des
Laufverhaltens der denaturierten DNA-Doppelstrange der Tumorproben verglichen mit
DNA von gesunden Blutspendern wurden Riickschliisse auf mogliche Veranderungen des
genetischen Materials gezogen. Alle Falle mit verandertem Bandenmuster wurden mittels
Sequenzierung weiter analysiert. In den untersuchten Proben konnten insgesamt 111
Sequenzveranderungen in exonischen sowie intronischen Bereichen des p53-Gens
nachgewiesen werden, wovon 44 Mutationen im Bereich von Exon 4-8 lagen,
einschlieRlich zweier Mutationen im Intron (siehe Abbildung 4-5 und Tabelle 4-1). Bei 22
der Sequenzverdanderungen handelte es sich um eine 16-bp-Duplikation in Intron 3
(rs17878362) und weitere 45 Verdanderungen wurden in Codon 72 von Exon 4 (rs1042522;

C>G; Pro72Arg) detektiert. Beide Alterationen sind bereits bekannte Polymorphismen des
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p53-Gens. Von den Mutationen, die die p53-Proteinsequenz beeinflussen, lagen 93 %
(39/42) in Exon 5-8. Dabei handelte es sich in 63 % (27/42) der Féille um Missense-
Mutationen; 9,3 % (4/42) waren Nonsense-Mutationen, bei denen der

Basenpaaraustausch zu einem vorzeitigen Stop-Codon fuhrt. Bei weiteren 19 % (8/42) der

Codon 138: del GC

Immunhistochemie SSCP von Exon 5 Sequenzierung

' .
B #95 #96 #97 #98 #99

T T TIT
GTTGT GAGGTGC CCCCA

SSCP von Exon 5 Sequenzierung
#79 #78 Ko

e I'nl.-
ATT CAGGAAATJ

Sequenzierung

Abbildung 4-5: SSCP, DNA-Sequenzierung und immunhistochemischer Nachweis von p53 im
Ovarialkarzinom

A — Die SSCP-Analyse von Exon 5 in Fall 84 (serdses Ovarialkarzinom) zeigt eindeutig eine zusatzliche Bande
(*). Die anschlieBRende Sequenzierung bestatigte eine 2-bp-Deletion (GC) in Codon 138, welche zu einem
vorzeitigen Stop-Codon fihrt. Daher war p53 in diesem Fall immunhistochemisch nicht nachzuweisen. B —
Durch SSCP-Analyse und Sequenzierung von Exon 5 konnte in Fall 98 (serdéses Ovarialkarzinom) eine
Missense-Mutation in Codon 175 (CGC>CAC; Arg>His) detektiert werden. Dieser Fall zeigt in der IHC eine
deutliche Uberexpression des Proteins. C — SSCP-Analyse, Sequenzierung und IHC des Falls 78 (klarzelliges
Ovarialkarzinom), der durch eine 32-bp-Deletion in Exon 8 charakterisiert ist. In der immunhistochemischen
Farbung konnte kein p53-Protein nachgewiesen werden.
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Tabelle 4-1: p53-Mutationen im Kollektiv der untersuchten Ovarialkarzinome

Fall Histologie Exon  Codon Konservierte  Mutations-  ayctausch® wt mt  wt-AA mt-AA
Region typ

#9 gemischt 4 91 NC nonsense G>A TGG TAG Trp STOP
#37 ser 4 91 NC nonsense G>A TGG TAG Trp STOP
#64 ser 4 98 NC Missense T CCT CcCcT Pro Leu
#84 ser 5 138 Co Deletion -GC (*)
#115 gemischt 5 141 Co Missense G>A TGC TAC Cys Tyr
#116 ser 5 141 Co Missense G>A TGC TAC Cys Tyr
#8 endo 5 149 NC Insertion +T TCC TTC Ser Phe
#109 ser 5 150 NC Missense C>T ACA ATA Thr lle
#99 ser 5 152 NC Deletion C CCG STOP
#68 ser 5 153 NC Insertion +T
#34 uc 5 175 Co Missense G>A CGC CAC Arg His
#39 ser 5 175 Co Missense G>A CGC CAC Arg His
#98 ser 5 175 Co Missense G>A CGC CAC Arg His
#67 ser 5 178 Co Missense T CAC TAC His Tyr
#111 ser 5 179 Co Missense A>G CAT CGT His Arg
#31 un Int5
#3 ser 6 195 NC Missense T>C ATC ACC lle Thr
#24 TCC 6 195 NC Missense T>C ATC ACC lle Thr
#20 EC 6 200 NC Deletion T
#61 ser 6 201 NC nonsense T>A TTG TAG Leu STOP
#91 ser 6 206 NC Deletion TT (*)
#60 un 6 216 NC Missense G>A GTG ATG Val Met
#32 ser 6 220 NC Missense A>G TAT TGT Tyr Cys
#15 ser 7 225 NC Missense G>T GTT 11T Val Phe
#106 endo 7 229 NC Insertion +T (%) GAC TGA Asp STOP
#79 ser 7 239 Co Missense A>G AAC AGC Asn Ser
#45 ser 7 245 Co Missense G>A GGC AGC Gly Ser
#47 uc 7 245 Co Missense G>T GGC TGC Gly Cys
#59 ser 7 245 Co Missense G>A GGC GAC Gly Asp
#a ser 7 248 Co Missense G>A CGG CAG Arg Glu
#69 ser 7 248 Co Missense G>A CGG CAG Arg GIn
#40 klar 7 257 Co Missense T>A CTG CAG Leu GIn
#33 klar 7 259 NC Missense G>T GAC TAC Asp Tyr
#118 ser Int7 Splice
#81 ser 8 267 NC Deletion -G
#76 gemischt 8 272 Co Missense G>A GTG ATG Val Met
#42 gemischt 8 273 Co Missense G>A CGT CAT Arg His
#41 ser 8 274 Co Missense G>T GTT TTT Val Phe
#27 ser 8 275 Co Missense G>T TGT TTT Cys Phe
#80 gemischt 8 280 Co Missense G>C AGA ACA Arg Thr
#78 klar 8 285 Co Deletion -32 (%)
#7 gemischt 8 291 NC Deletion -G
#43 ser 8 294 NC nonsense G>T GAG TAG Glu STOP
#86 ser 8 306 NC Deletion -C CGA

Abkilrzungen: endo — endometrioides Karzinom des Ovars; MC — muzindses Karzinom des Ovars; ser —
serdses Karzinom des Ovars; TCC — Transitionalzellkarzinom des Ovars; UC — undifferenziertes Karzinom des
Ovars; NC — nicht konservierte Region des p53-Gens; Co — hochkonservierte Region des p53-Gens.
: Mutationen, welche bis Oktober 2006 nicht durch Petitjean et al. beschrieben wurden.

Félle handelte es sich um Deletionen und 7 % (3/42) wiesen eine Insertion von einem
oder zwei Basenpaaren auf. Am hadufigsten von Verdanderungen betroffen waren mit

jeweils 3 Fallen Codon 175 und Codon 245. Hierbei handelt es sich um bereits bekannte
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Hotspot-Mutationsstellen. 12 der 42 exonischen Mutationen wurden in dieser Studie das
erste Mal in Ovarialkarzinomen beschrieben, wobei vier dieser Mutationen nach unserem
Wissen erstmalig im p53-Gen nachgewiesen wurden (Petitjean et al., 2007).

Zusatzlich  sollte in  dieser Studie auch der p53-Expressionsstatus mittels
Immunhistochemie (IHC) bestimmt werden, da Mutationen allein nicht die Expression des
Proteins vorhersagen kénnen. Weiterhin war flir uns auch von Interesse, ob Patientinnen
mit dem Wildtyp p53-Gen Unterschiede in der Expression des Proteins zeigen. Die
Untersuchungen der p53-Proteinexpression mittels Immunhistochemie ergaben, dass
51,4 % (55/107) der Fille eine p53-Uberexpression aufwiesen. 20 Fille (18,7 %) zeigten
eine sehr schwache Farbung von 10 % der Tumorzellen oder weniger und in 32 (30,2 %)
Fallen war die p53-Immunhistochemie negativ. Normales ovarielles Oberflachenepithel

diente als Kontrolle und zeigte keine p53-Expression.

4.2.2 Beziehung von p53-Gen- und Proteinexpressionsstatus

Im nachsten Schritt sollte analysiert werden, ob es eine Verbindung zwischen p53-
Mutationsstatus und p53-Expression gibt. In der Literatur wird beschrieben, dass
mutiertes p53 haufig mit einer Uberexpression des Proteins einhergeht. In dieser Studie
korrelierte eine p53-Uberexpression nicht mit dem p53-Mutationsstatus (p=0,59; x*-Test).
54 % (24/44) der Fille mit mutiertem p53 zeigten zwar auch eine Uberexpression des
p53-Proteins, der Prozentsatz der Falle mit Wildtyp-Gen und Uberexprimiertem p53 lag
jedoch bei 49 % (31/63).

Fiir eine bessere Auswertbarkeit unterteilten wir die Falle in 4 Gruppen. Proben mit
Wildtyp p53-Gen und nicht detektierbarem Protein wurden als ,p53 normal” klassifiziert,
da hier vermutlich funktionsfahiges p53-Protein vorliegt (32/107, 29,9 %). Die weiteren
Gruppen enthielten Falle mit p53-Verdanderungen, (i) Falle die Wildtyp-p53
Uberexprimieren (31/107, 29 %), (ii) Falle mit p53-Mutation und Proteinliberexpression
(24/107, 22,4 %) und (iii) Falle mit p53-Mutation, jedoch nicht detektierbarem p53-
Protein (20/107, 18,75 %).

P53-Mutationen und eine p53-Proteiniiberexpression konnte haufiger in fort-
geschrittenen Stadien des Ovarialkarzinoms nachgewiesen werden, wobei nur die

Uberexpression signifikant mit dem Tumorstadium korrelierte (Tabelle 4-2).
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Tabelle 4-2: Zusammenhang zwischen FIGO-Stadium und p53-Status in Ovarialkarzinomen

. p53-Mutationen p53 Immunhistochemie
FIGO-Stadium
Wildtyp mutiert negativ positiv

| 22 8 (26%) 22 8 (27%)

Il 7 2 (22 %) 5 4 (44 %)
11 32 31 (49.2%) 23 40 (63%)
v 2 3 (60%) 2 3 (66 %)
p p=0.096 p=0.01
Zusammenfassung 63 44 (41.1%) 52 55 (51.4 %)

4.2.3 Korrelation von p53-Status und Ansprechen auf Chemotherapie

Ovarialkarzinompatientinnen entwickeln oft kurz nach der Primdroperation Rezidive, die
oft Platin-resistent sind. Daher sollte analysiert werden, ob der p53-Status einen Einfluss
auf das Ansprechen von Chemotherapeutika bzw. die Entstehung von Rezidiven hat.
Wenn Rezidive friher als 6 Monate nach Beginn der Chemotherapie auftreten, wird der
Tumor als resistent bezeichnet. Wir konnten zeigen, dass Patientinnen mit p53-
Veranderungen signifikant resistenter (78 %) gegenliber Chemotherapeutika waren, als
Patientinnen mit ,normalem” p53 (52%, p=0,027). Dies gilt sowohl fiir die
Proteinexpression beim Vergleich von Tumoren mit p53-Uberexpression (83 %, p=0,02)
und Tumoren ohne p53-Expression (58 %), als auch fir den p53-Mutationsstatus. Dabei
sind Patientinnen mit p53-Mutationen ebenfalls resistenter gegeniiber einer
Chemotherapie (79 %) im Vergleich zu Patientinnen mit Wildtyp p53-Gen (64 %). Diese
Korrelation ist jedoch nicht signifikant (p=0,148). Patientinnen mit verandertem p53
(Mutation und/oder Uberexpression) entwickelten schneller ein Rezidiv als Patientinnen
mit normalem p53 (28 vs. 51 Monate, p=0,075). Damit wird deutlich, dass Veranderungen
des p53-Proteins, ob durch Mutation oder veranderter Expression, nachteilig fir

Ovarialkarzinompatientinnen sind.

4.2.4 SNP309-Status im MDM2-P2-Promotor

Ein wichtiger Gegenspieler von p53 im Tumorsuppressor-Pathway ist das Onkogen
MDM2. Im Bereich des P2-Promotors des MDM2-Gens konnte ein Polymorphismus
(SNP309) identifiziert werden, welcher bei Vorliegen des G-Allels mit einer Abschwachung
des p53-Tumorsuppressor-Weges einhergeht (Bond et al., 2004). Daher sollte die Rolle

dieser Sequenzvariation bei der Tumorentstehung und Prognose von Ovarialkarzinomen
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untersucht werden. Der SNP309-Status konnte in 103 der 107 Ovarialkarzinom-
patientinnen bestimmt werden. Wir konnten eine verhaltnismaRig hohe Frequenz des
heterozygoten Zustandes T/G (52,4 %) und eine geringere Prozentzahl an homozygoten
G/G (7,8 %) Veranderungen im Vergleich zu gesunden Blutspendern (T/G: 40 %, G/G:
12 %) nachweisen. Wie bereits bekannt war, spielt das G-Allel hauptsachlich bei
Patientinnen mit funktionierendem Ostrogen-Signalweg eine Rolle (Bond et al., 2006).
Deshalb untersuchten wir, ob auch bei Ovarialkarzinompatientinnen eine Korrelation des
SNP309-Status mit dem Alter der Frau bei Diagnosestellung und der Expression des
Ostrogen-Rezeptors-a (ER) nachgewiesen werden kann. 43 % (46/107) der untersuchten
Tumoren waren ERa-negativ, 17 % (18/107) zeigten eine geringe und 40 % (43/107) eine
hohe ER-Expression. Bei Patientinnen mit FIGO-Stadium [ll und Tumoren mit
nachweisbarer ER-Expression mit ist der Nachweis des G-Allels des SNP309 mit einem fast
6 Jahre friiheren Auftreten des Tumors verbunden (T/T: 70,6 Jahre; T/G+G/G: 64,4 Jahre),
wobei der Unterschied statistisch aber nicht signifikant ist (p=0,101). Fir Patientinnen mit
stark erhohter ER-Expression betragt der Unterschied sogar 8,5 Jahre (p=0,048; T/T: 72,0
Jahre, T/G+G/G: 63,6 Jahre). Bei Patientinnen mit ER-negativen Tumoren fand sich kein
Unterschied hinsichtlich des Alters bei Diagnosestellung (p=0,44). Diese Ergebnisse
stiitzen die Hypothese, dass das G-Allel des SNP309 einen intakten Ostrogen-Signalweg

bendtigt, um die Tumorentstehung zu beschleunigen.

4.2.5 Einfluss des p53- und SNP309-Status auf das Gesamtiiberleben

In ndchsten Schritt sollte analysiert werden, wie der Status des SNP309 und p53-
Veranderungen, durch Mutation oder verdnderte Expression verursacht, das
Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen. Bei Kombination des
p53-Mutations- und Proteinexpressionsstatus zeigten die Patientinnen mit einer
Uberexpression des Wildtyp-Proteins das kiirzeste Gesamtiiberleben (42,8 Monate) im
Vergleich zu Patientinnen mit Uberexpression und mutiertem p53-Gen (48,2 Monate) und
Patientinnen ohne nachweisbare p53-Expression (p53-Wildtyp-Gen: 72,4 Monate, p53
mutiert: 64,4 Monate). Allerdings ist der Unterschied zwischen allen Gruppen nicht
signifikant (p=0,077; log-Rank-Test, siehe Abbildung 4-6 A). Die unterschiedlichen
Uberlebenszeiten der Patientinnen waren jedoch statistisch signifikant, wenn nur die

Gruppe mit Wildtyp p53-Gen und keiner p53-Expression mit der mit Wildtyp-Gen und
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p53-Uberexpression verglichen wird (p=0,019; log-Rank-Test, keine Expression: 72,4
Monate, Uberexpression: 42,8 Monate). Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
Patientinnen mit ,normalem” p53 (Wildtyp-Gen und kein nachweisbares Protein) im
Vergleich zu Patientinnen, deren Tumoren eine Uberexpression von Wildtyp oder

mutiertem p53 zeigten, die lingste Uberlebenszeit hatten.
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Abbildung 4-6: A - Gesamtiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit kombinierten p53-

Mutationstatus und p53-Expressionsstatus

Patientinnen mit p53-Uberexpression hatten im Vergleich zu Patientinnen mit fehlender
oder schwacher Expression eine signifikant verkiirzte Gesamtiiberlebenszeit (45,8 vs. 71,7
Monate; p=0,016; log-Rank-Test; siehe Abbildung 4-6 B). Im Gegensatz dazu spielte der
p53-Mutationsstatus allein keine Rolle beim Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinom-
patientinnen (wt: 62,4 Monate; mut: 58,4 Monate; p=0,86; log-Rank-Test). Eine auffallige
Beobachtung war jedoch, dass Patientinnen mit Tumoren im FIGO llI-Stadium und

Wildtyp p53-Gen ein verkiirztes Gesamtiiberleben gegeniliber Patientinnen mit mutiertem
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p53-Gen hatten. Dieser Unterschied erreicht nahezu statistische Signifikanz (41 vs. 59

Monate; p=0,058).
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Abbildung 4-6: B — Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichem p53-
Expressionstatus

Auch das Auftreten des G-Allels des SNP309 hat einen Einfluss auf das Gesamtlberleben.
Die durchschnittliche Uberlebenszeit fiir Frauen mit T/T-Status betrug 59 Monate, fiir
Patientinnen mit G-Allel jedoch 62 Monate (p=0,994). Im FIGO llI-Stadium ist das G-Allel
im Vergleich zu Frauen mit dem T/T-Genotyp mit einem signifikant verlangertem
Gesamtiliberleben verbunden (57,5 Monate) (35,3 Monate; p=0,045; log-Rank-Test). Bei
weiterer Unterteilung der FIGO llI-Patientinnen entsprechend dem ER-Status (siehe
Abbildung 4-7 A und B) konnten wir zeigen, dass Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
und mit T/G- bzw. G/G-Status im Vergleich zu Frauen mit T/T-Genotyp eine signifikant
verlingerte Uberlebenszeit hatten (69 vs. 34 Monate; p=0,024; log-Rank-Test). Im
Gegensatz dazu beeinflusst das G-Allel das Gesamtiliberleben von FIGO llI-Patientinnen
mit ER-positiven Tumoren nicht (geringe Expression: p=0,424; starke Expression:
p=0,828). Aus diesen Ergebnissen kann man ableiten, dass ein geschwachter p53-
Signalweg, sei es durch mutiertes p53 oder durch das G-Allel des SNP309, mit einer

besseren Prognose fir Ovarialkarzinompatientinnen verbunden ist.
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Abbildung 4-7: A — Gesamtuberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichem SNP309
Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus; B — Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen
mit unterschiedlichem SNP309 Genotyp und positivem Ostrogenrezeptorstatus

In der univariaten Cox-Regressionsanalyse (siehe Tabelle 4-3) konnten wir zeigen, dass die

Uberexpression von Wildtyp-p53 (p=0,016) und ein immunhistochemischer Protein-

nachweis (p=0,018) prognostische Faktoren sind, wahrend die Existenz von p53-

Mutationen allein das Risiko, am Tumor zu versterben, nicht erhoht (p=0,864). Andere

prognostische Faktoren waren eine undifferenzierte Histologie (p=0,032), das Auftreten
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von Aszites (p=0,01), die ResttumorgréRe (p<0,001), das FIGO-Stadium (p<0,001) sowie
das Fortschreiten der Erkrankung (relatives Risiko 22,3; p=0,002). In der multivariaten
Cox-Regression (siehe Tabelle 4-3) waren jedoch nur das FIGO-Stadium (p=0,008), das
Auftreten von Rezidiven (p=0,024) und die ResttumorgroBe (p=0,008) unabhéingige
prognostische Marker flir das Gesamtiberleben. Interessanterweise korrelierte das
Pro/Pro-Allel des Arg72Pro SNP in der multivariaten Cox-Regression (adjustiert nach FIGO
Stadium und Resttumor) mit einem 6,4-fach erhéhten Risiko, am Tumor zu versterben.

Tabelle 4-3: Durch multivariate Cox-Regression ermittelte Signifikanz der molekularen und klinischen
Faktoren
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univariate Analyse multivariate Analyse®
Variablen
nicht- 95% Konzidenz- p adjustiert 95% Konzidenz- p
adjustiert RR interwall RR interwall

p53-Immunhistochemie

negativ 1.00 1.00

positiv 2.021 1.13-3.616 0.018 1.331 0.703-2.522 0.38
p53-Mutationen

Wildtyp 1.00 1.00

mutiert 1.051 0.596 —1.851 0.864 0.648 0.333-1.26 0.201
p53 IHC+Mutationen

normal 1.00 1.00

Wildtyp, Uberexpression 2.548 1.188 —5.465 0.019 1.598 0.662 —3.856 0.297

mutiert, keine Expression 1.922 0.87-4.246 0.884 0.336-2.325

mutiert, Uberexpression 1.284 0.524-3.145 0.82 0.299 -2.246
p53

normal 1.00 1.00

verandert 1.901 0.985 —-3.667 0.045 1.107 0.498 -2.461 0.804
Arg72Pro SNP

Arg/Arg 1.00 1.00

Arg/Pro 0.747 0.386 — 1.446 1.693 0.769-3.728

Pro/Pro 1.371 0.588 —3.200 0.412 6.452 1.072 - 6.452 0.035
Histologie

seros 1.00 1.00

nicht-serds 1.938 1.011-3.717 1.449 0.672-3.124

undifferenziert 3.679 1.284-10.54 0.032  1.590 0.419-6.033 0.496
Aszites

nein 1.00 1.00

ja 3.015 1.27-7.161 0.01 1.681 0.695-1.681 0.249
Rezidiv

nein 1.00 1.00

ja 22.34 3.072-162.54 0.002 11.769 1.374-100.77 0.024
Resttumor

nein 1.00 1.00

ja 6.556 2.976 -14.444 <0.001 5.255 1.648 —29.588 0.008
FIGO

' 1.00 1.00

I 1.462 0.449 - 4.764 1.403 0.378-5.210

I 3.175 1.505 — 6.697 1.542 0.523 —4.541

v 9.922 2.932-33.577 <0.001 6.983 1.648 —29.588 0.008

® adjustiert nach FIGO-Stadium und Resttumor
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4.3 MDMX-Mutationsanalyse

MDMX (MDM4) ist neben MDM2 ein weiterer wichtiger negativer Regulator von p53.
MDMX konnte somit auch eine Rolle bei der Tumorentstehung spielen, da es die
Funktionen des Tumorsuppressors p53 inhibiert. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt,
dass MDMX in vielen Tumoren mit Wildtyp-p53 liberexpremiert wird (Bartel et al., 2005;
Danovi et al., 2004; Han et al., 2007; Laurie et al., 2006; Riemenschneider et al., 1999;
Toledo und Wahl, 2006). Neuere Daten lassen vermuten, dass sogar kleinste
Veranderungen des MDMX-Proteinniveaus in Mausen zu messbaren Stérungen der p53
Tumorsuppressorfunktion fihren (Terzian et al., 2007). Anhand dieser Beobachtungen
kann angenommen werden, dass verschiedene genetische MDMX-Varianten existieren
und dass diese moglicherweise die Tumorentstehung beeinflussen kdnnen.

Um die Existenz moglicher somatischer Mutationen und/oder allelischer Varianten
nachzuweisen, wurden alle 11 Exone des MDMX-Gens mit den flankierenden Regionen in
14 Tumorzelllinien sequenziert (MCF-7, Hela, 8 Ovarialkarzinomzelllinien und 4
Sarkomzelllinien). Dabei konnten vier Sequenzvariationen detektiert werden. Bei all
diesen Veranderungen handelt es sich um Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs), die
bereits in der NCBI SNP database aufgefiihrt sind (siehe Tabelle 4-4). Die einzige

Verdanderung im codierenden Bereich des MDMX-Gens wurde in der Ovarialkarzinomzell-

Tabelle 4-4:Status von SNPs des MDMX-Gens in 8 Ovarialkarzinom-, 4 Sarkomzelllinien, MCF-7 und Hela

SNP
Zelllinie
rs2290855 rs2290854 rs61754765 rs4245739
Intron 9 Intron 10 Exonll 3’-UTR
ES-2 /T G/G c/c A/A
Skov-3 /T G/G c/c A/A
OAW-42 /T G/G c/c A/A
OvCar /T G/G c/C A/A
A2780 T/C G/A c/G A/C
PA-1 T/C G/A c/C A/C
Efo-27 c/c A/A c/c c/c
Efo-21 c/c A/A c/c c/c
13/95 c/c A/A c/c c/c
6/93 /T G/G c/C A/A
7/99 /T G/G c/C A/A
8/93 /T G/G c/C A/A
MCF-7 T/C G/A c/c A/C

Hela c/c A/A c/c A/A
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linie A2780 gefunden. Hier flihrt ein Nukleotidaustausch im Codon 388, lokalisiert im Exon
11, (CCC->GCC) zu einer Aminosaduresubstitution (Prolin->Alanin). Codon 388 liegt in der
C-terminalen Region von MDMX, jedoch auflerhalb von bekannten funktionellen
Domanen.

Die anderen drei Polymorphismen sind im nicht codierenden Bereich des MDMX-Gens
lokalisiert. Zwei dieser Sequenzvariationen liegen in Intronen, und die dritte ist im 3'-UTR
an Position 34091 zu finden. Der SNP34091 liegt 32 Nukleotide ,,downstream” vom Stop-
Codon im 3°-UTR (siehe Abbildung 4-8). Von den 14 untersuchten Tumorzelllinien waren
drei homozygot fir den SNP34091 (C/C), drei heterozygot (A/C) und acht homozygot fir
das Wildtyp-Allel (A/A).
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MDMX Exon 1 MDMX Exon 11 3-UTR

SNP 34091
AJC

5'-TAAGGTTTTTATAGCATAATGGTAGTACGAACATAAAAATGCATTTATTC[A/ CIGTTCACTTACCACA-3'

Abbildung 4-8: Lokalisation des SNP34091 (A->C, rs4245739, Genbank-Accession-No: AY207458) im 3°-UTR
des MDMX-Gens, 32 Nukleotide downstream des Stop-Codons.

Da Exon 11 des MDMX-Gens die fur die Funktion wichtige RING-Finger Domane enthilt,
wurde dieser Bereich in 113 Ovarialkarzinompatientenproben sequenziert. Bei dieser
Untersuchung konnten nur zwei missense-Mutationen und eine stille Mutation gefunden
werden. Die missense-Mutation in Codon 421 (AGA -> GGA, Arg -> Gly) konnte in 3
Patientenproben nachgewiesen werden. Sowohl die stille Mutation in Codon 439 (TTA-
>TTG, Leu->Leu) als auch die missense-Mutation in Codon 458 (GTC->ATC, Val->lle) traten
im gleichen Patienten auf. Weiterhin wurde Exon 11 des MDMX-Gens auch in 79
Weichteilsarkompatientenproben sequenziert. Dabei lag in zwei Fallen eine missense-
Mutation in Codon 374 (AAA->CAA, Lys->GlIn) vor. Auf der Grundlage dieser Analysen
kann vermutet werden, dass somatische Mutationen im MDMX-Gen in
Ovarialkarzinomen und Weichteilsarkomen selten sind. Aber sowohl in dem Kollektiv der
Ovarialkarzinome, als auch im Kollektiv der Weichteilsarkome konnte eine hohe Frequenz
der Polymorphismen in Intron 9 (rs2290855) und 10 (rs2290854), sowie des

Polymorphismus im 3°-UTR (rs4245739) gefunden werden. Im nachsten Schritt sollte nun
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untersucht werden, ob die Sequenzvariation im 3'-UTR an Position 34091 eine mdgliche

biologische Funktion hat.

4.3.1 Hsa-microRNA-191 bindet bevorzugt an das MDMX-C-Transkript des SNP34091

Einzelnukleotidpolymorphismen, die im 3-UTR vorliegen, kdnnen Bindung von
microRNAs verdndern und so die mRNA-Stabilitdt und/oder die Translationseffizienz
beeinflussen (Chen et al., 2008). Um mogliche microRNA-Bindestellen um den SNP34091
zu finden, wurden Algorithmen zur Vorhersage solcher Bindungsstellen genutzt. Dabei
wurde durch TargetScan (Lewis et al., 2003), miRanda (John et al., 2004) und
Microlnspector (Rusinov et al., 2005) vorausgesagt, dass die hsa-miR-191 an die MDMX-
mRNA binden kann (siehe Abbildung 4-9). Interessanterweise liegt der SNP34091 genau
in der fur die microRNA-Bindung kritischen ,,seed-Region®“. Diese Region liegt an Nukleotid
2-8 vor dem 5°-Ende der microRNA. Da miRs die Tendenz haben vollstiandige
Basenpaarungen mit der Ziel-mRNA in der seed-Region auszubilden, kann vermutet
werden, dass die miR-191 ausschlieRlich oder stark bevorzugt an mRNA-Transkripte mit C-

Allel bindet, nicht jedoch an Transkripte mit dem A-Allel.
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A-Allel

5'-ATAGCATAATGGTAGTACGAACATAAAAATGCATTTATTCAGTTCACTTACCACA-3’
kein Target
miR-191 38 - gucgacgaaaacccUAAGGCAAC - 16
C-Allel E
5'-ATAGCATAATGGTAGTACGAACATAAAAATGCATW&Z\'AF(GZE(EATA CACTTACCACA-3’
miR-191 | 38 - gucgacgaaaacC C.16

Abbildung 4-9: Mogliche Bindung der miR-191 an das C-Allel des SNP34091, nicht jedoch an das A-Allel.

Um diese Hypothese experimentell zu belegen, wurde in Kooperation mit den
Arbeitsgruppen von Jean-Christophe Marine in Gent und Anders Lund in Kopenhagen eine
direkte Affinitatsreinigung durchgefiuhrt (Orom und Lund, 2007). Zellen mit A/A- oder
C/C-Genotyp wurden mit Biotin-markierter miR-191 transfiziert. Die Zelllysate wurden mit

Streptavidin-Sepharose-Beads inkubiert um die miR-RISC-mRNA-Komplexe zu binden. Die
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RNA wurde mittels Trizol-Reagenz isoliert und mit der gereinigten RNA wurden nach
cDNA-Synthese quantitative real-time-PCRs durchgefiihrt. Diese zeigten eine spezifische
Anreicherung des MDMNX-Transkriptes in C/C-Zellen im Vergleich zu Zellen mit A/A-
Genotyp. Die Daten wurden zusatzlich auf die endogenen Mengen an Gesamt-MDMX-
Transkript normalisiert (siehe Abbildung 4-10). Nach der Transfektion der Zellen mit ,,non-
tagged” miR-191-Duplices oder Biotin-markierter Kontroll-microRNA wurden nur geringe
Mengen an MDMX-Transkript gewonnen. Diese Daten zeigen, dass miR-191 mit einer

bedeutend hoheren Affinitat mit dem C-Allel als mit dem A-Allel des SNP34091

interagiert.
35
30 I
25
é Abbildung 4-10: Biotinmarkierte miR-191 oder ,,non-
I= 20 tagged” mir-191 (Ctr) wurden in die angebenen
~ 15 Zelllinien transfiziert. Pull-down-Assays wurden wie
E T im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt. Die
0 10 Menge an gewonnenen MDMX-Transkripten wurde
b 5 auf die Gesamtmenge an MDMX-Transkripten in den
untersuchten Zelllinen normalisiert (Input).
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4.3.2 Unterschiedliche Regulation der MDMX-Allelvarianten durch miR-191

MicroRNAs, die an mRNAs binden, bewirken entweder eine Repression der Translation
und/oder einen verstarkten Abbau der mRNAs (Bartel, 2004; Krutzfeldt et al., 2005; Lim
et al., 2005). Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die A->C Verdanderung
einen Einfluss auf die Translationseffizienz und/oder die Stabilitdit der MDMX-mRNA hat.
Um dies zu prifen, wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Jean-Christophe
Marine in Gent ein 224 bp groRes Fragment mit Mittelpunkt um den SNP34091 von A/A-
und C/C-Zellen in einen Luciferase-Reporter-Vektor (psi-check2) kloniert. Diese
Reporterkonstrukte (224A und 224C) wurden in Zelllinien (293T, HCT116, A2780) mit

hohem endogenem Level an miR-191 transfiziert. In all diesen Zelllinien wurde eine
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signifikant hohe Reduktion des psicheck-MDMX-C Signals auf ~40-60 % des Signals von
psicheck-MDMX-A beobachtet (siehe Abbildung 4-11). Dabei ist wichtig zu erwahnen,
dass sich die Signale von psicheck-MDMX-A und unmodifiziertem psicheck-Vektor kaum
unterscheiden. Diese Daten zeigen, dass die C-Variante des SNP34091 die
Translationseffizienz der MDMX-mRNA durch die Entstehung einer neuen microRNA-
Bindestelle senkt. Um diese Hypothese weiter zu stiitzen, wurden Zellen mit , target-site®-
Blockern transfiziert. ,Target-site“-Blocker sind 18-20 nt lange Oligonukleotide, welche
designt wurden, um spezifisch an microRNA-Bindestellen im 3°-UTR zu binden. Diese
Blocker wurden als vollstandig phosphorothiolierte DNA/LNAmere synthetisiert, um die
Affinitat und Selektivitat fir das Target zu erhéhen und eine RNase-H Erkennung und
Spaltung zu verhindern. Der verwendete Blocker (18 nt) bindet selektiv und Gberlappend
an die miR-191 Bindestelle im 3-UTR der MDMX-mRNA. Dieser Blocker bindet nicht
signifikant an einen anderen humanen 3'-UTR, aufler an den von MDMX. Zusatzlich
wurde ein Kontroll-Blocker (mut. Blocker) synthetisiert, welcher keine signifikanten
Bindungen mit dem 3°-UTR von MDMX oder einem anderen humanen 3'-UTR eingeht.
Auch bei diesem Experiment bestétigte sich die bisherige Hypothese, dass die C-Variante
des SNP34091 die Translationseffizienz der MDMX-mRNA durch die Entstehung einer
microRNA-Bindestelle senkt. Die Transfektion des miR-191-,target-site“-Blockers, aber
nicht des mutierten Blockers, hoben die Reduktion des psicheck-MDMX-C

Luciferasesignals dosisabhdngig auf (siehe Abbildung 4-11).
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Abbildung 4-11: Leerer psicheck2-Vektor oder
mit 224 nt des 3°-UTRs von MDMX-A (224A)
oder MDMX-C (224C) fusionierter Vektor
wurde allein (mock), mit miR-191-Blocker oder
mutiertem Blocker (Mut. Blocker) in A2780
Zellen (Ovarialkarzinomzelllinie) transfiziert.
Die Daten wurden auf die Luciferase-Aktivitat
von leerem psicheck2-Vektor normalisiert,
welche auf 1 gesetzt wurde. Die Daten stellen
den Mittelwert von 4 unabhdngigen Experi-
menten dar.

Relative Luciferase-Aktivitat

Mock Blocker Mut.
Blocker
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4.3.3 Expressionniveau von MDMX-A und MDMX-C-mRNA und miR-191 in

Ovarialkarzinomzelllinien und Primartumoren

Im Vorfeld dieser Untersuchungen wurde gezeigt, dass die miR-191 in einer Vielzahl von
Tumoren und Normalgeweben hoch exprimiert wird (Peltier und Latham, 2008). Es wurde
sogar vorgeschlagen, dass die miR-191 aufgrund ihres Expressionsmusters eine bessere
Referenz-microRNA ware als die bisher genutzten Referenz-RNAs 55-rRNA und U6-snRNA.
Wir konnten bestatigen, dass miR-191 stabil und auf hohem Niveau in einer Reihe von
Ovarialkarzinomzelllinien exprimiert wird (siehe Abbildung 4-12). Die miR-191
Expressionslevel wurden auch in 61 Ovarialkarzinomproben untersucht. Dabei lag das
mittlere Expressionsniveau der miR-191 bei 1,41 im Verhaltnis zur snoU18-Expression. Es
konnte kein Unterschied in der miR-191 Expression in Tumoren mit A/A- und A/C- + C/C-
Genotyp nachgewiesen werden (A/A: 1,38; A/C+C/C: 1,47 p=0,79, Student’s t-Test).
Weiterhin unterscheidet sich die miR-191-Expression nicht in low-grade und high-grade
Karzinomen (p=0,411; Student’s t-Test). Es war auch keine Korrelation zwischen miR-191

Expression und ER-Expressionsstatus nachweisbar.
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Wenn das C-Allel des SNP34091 eine miR-191 vermittelte Herunterregulation der MDMX-
Expression bewirken kann, dann sollten C/C-Zellen und Tumoren eine reduzierte MDMX-
Proteinexpression zeigen. Tatsachlich konnte das MDMX-Protein in fast allen
untersuchten A/A-Zellen (z.B. OAW-42) deutlich nachgewiesen werden, wahrend in C/C-

Zellen (z.B. EFO-21) die MDMX-Expression sehr niedrig ist (siehe Abbildung 4-13 A). Im
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Gegensatz dazu ist das MDMX-mRNA-Niveau in allen untersuchten Ovarialkarzinom-

zelllinien vergleichbar (siehe Abbildung 4-13 B).
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Abbildung 4-13: MDMX-Expression in Ovarialkarzinomzelllinien

A — MDMX- und p53-Proteinlevel in Ovarialkarzinomzelllinien, bestimmt durch Western-Blot Analyse.
Vinculin (Vinc.) diente als Ladekontrolle. B — MDMX-mRNA Expressionsniveau bestimmt durch quantitative
realtime-PCR. Die Daten wurden normalisiert auf das Expressionsniveau von MCF-7.

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob sich die Menge an MDMX-Transkripten
mit A-Allel bzw. C-Allel in A/C-Zellen (z.B. A2780) tatsachlich unterscheiden. Dafir wurde
eine q-RT-PCR basierte Methode genutzt. Interessanterweise war das C-Transkript in allen
untersuchten Zelllinien (3/3) fast nicht nachweisbar (siehe Abbildung 4-14). Dies lasst die
Vermutung zu, dass in Zellen mit A/C-Genotyp die Expression des MDMX-A-Transkripts
Uber einen unbekannten Mechanismus erhoht wird, um die spezifische Reduktion des
MDMX-C-Transkriptes auszugleichen. Diese Hypothese wird dadurch gestitzt, dass Zellen
mit einem hohem MDMX-Expressionniveau einen Wachstumsvorteil haben, zumindest

bei einem Wildtyp-p53 Hintergrund. Um dies zu bestatigen, wurden steigende Mengen
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des miR-191 ,target-site“-Blockers in A2780 Zellen transfiziert und die Menge an A- und
C-Transkript erneut bestimmt. Dabei stieg die Menge an C-Transkript dosisabhangig bis
auf das Niveau des A-Transkriptes an (siehe Abbildung 4-14). Zusammengenommen
bestatigen die Daten die Vermutung, dass die hsa-miR-191 in A/C-Zellen selektiv das
MDMX-C-Transkript fiir den Abbau markiert.

4.3.4 Wachstum von Ovarialkarzinomzelllinien im Zusammenhang mit dem SNP34091

In Abbildung 4-15 ist deutlich zu erkennen, dass die Ovarialkarziomzelllinien mit A/A-
Genotyp deutlich schneller wachsen als die Zelllinien mit A/C- oder C/C-Genotyp. Dieser
Effekt ist unabhangig vom p53-Mutationsstatus. Anhand dieser Daten sollte nun in
Ovarialkarzinomen untersucht werden, ob Tumoren mit A/A- oder A/C+C/C-Genotyp ein
unterschiedliches Wachstumsverhalten, Aggressivitdt oder Ansprechen auf Chemo-

therapeutika zeigen.
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Abbildung 4-15: Wachstumskurve von Ovarialkarzinomzelllinien mit unterschiedlichem p53- und SNP34091
Status.

4.3.5 MDMX-Expression in Ovarialkarzinomen in Korrelation mit dem SNP34091

Die MDMX-Proteinexpression wurde an 66 primdren Ovarialkarzinomen mittels
Immunhistochemie (IHC) an Tissue Microarrays untersucht. In 48 % (31/66) der Falle

konnten keine MDMX-Proteinexpression nachgewiesen werden, in 14 % (10/66) eine
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moderate und 38 % (25/66) eine hohe Expression (siehe Abbildung 4-16). Die MDMX-
MRNA Expression wurde in dem Kollektiv der Ovarialkarzinome mittels quantitativer real-
time-PCR ermittelt. Der A/A-Genotyp des SNP34091 korreliert mit einer erh6hten MDMX-
MRNA Expression (p=0,029; exakter Test nach Fischer, siehe Abbildung 4-17B) und mit
einem erhohten MDMX-Proteinniveau (p=0,079; exakter Test nach Fischer). Diese
Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass der SNP34091 die Stabilitdit und/oder

Translationseffizienz der MDMX-mRNA beeinflusst.
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Abbildung 4-16: Beispiel fiir eine fehlende (A) und eine starke (B) MDMX-Expression in serdsen
Ovarialkarzinomen (400-fache VergroBerung)

Es ist auch erwahnenswert, dass der A/A-Genotyp sowohl mit einer Uberexpression von
Wildtyp-p53 als auch mit mutiertem p53-Gen korreliert (p=0,001; exakter Test nach
Fischer). Weiterhin findet sich eine signifikante Korrelation des A/A-Status mit dem T/T-
Status (Wildtyp) des SNP309 im MDM2-Gen (p=0,011).

4.3.6 SNP34091-Status und Einfluss auf das Gesamtiiberleben und krankheitsfreies

Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen

Der Status des SNP34091 wurde in 118 Ovarialkarzinompatientenproben bestimmt. Die
Verteilung der Genotypen war zwischen Ovarialkarzinompatientinnen (A/A: 55,8 %;
A/C+C/C: 44,2 %) und gesunden Freiwilligen mit einer passender Altersverteilung (A/A:
53,8 %; A/C+C/C: 46,2 %) vergleichbar. Der prozentuale Anteil an Fallen mit Wildtyp A/A-
Genotyp ist in high-grade Karzinomen etwas hoher (62,5 %) als in low-grade Karzinomen
(48,4 %). Dieser Unterschied ist statistisch jedoch nicht signifikant (p=0,176; x*-Test)

(siehe Abbildung 4-17). Patientinnen mit A/A-Genotyp zeigten im Vergleich zu
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Patientinnen, die heterozygot (A/C) oder homozygot (C/C) fir den SNP34091 sind, ein
reduziertes Gesamtuberleben (A/A: 54 Monate, A/C+C/C: 67 Monate). Dieser Unterschied

erreicht jedoch nicht die statistische Signifikanz (p=0,063; log-Rank-Test).
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Abbildung 4-17: Verbindung des SNP34091 mit dem Tumorstadium und der MDMX-mRNA-Expression
Das A-Allel des SNP34091 (A) findet sich verstarkt in high-grade Ovarialkarzinomen und (B) ist mit einer
erhohten MDMX-mRNA Expression assoziert.

Weiterfihrend wurde auch untersucht, ob das Auftreten des C-Allels mit dem Alter der
der Frau bei Diagnosestellung des Tumors korreliert ist. Wie in Abbildung 4-18 zu sehen,
zeigte sich dabei kein Unterschied im Alter der Diagnosestellung zwischen Frauen mit
A/A-Genotyp und Frauen mit A/C- bzw. C/C-Status. Das durchschnittliche Alter bei
Diagnosestellung von Frauen mit A/A-Genotyp lag bei 64,7 Jahren, das von Frauen mit C-

Allel bei 64,2 Jahren.

4.3.7 Abhingigkeit des Uberlebens vom SNP34091-Status und der Ostrogenrezeptor-

expression

Wie bereits in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, gibt es einen Einfluss des SNP309 im
MDM2-Gen auf das Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen in Abhingigkeit vom
Ostrogenrezeptorstatus (ER-Status) (Bartel et al., 2008). Die gleichen Beobachtungen
konnten nach statistischer Auswertung gemacht werden, wenn die Interaktion des
SNP34091 und der ER-Status als Kovarianten betrachtet wurden. Die mediane
Uberlebenszeit fiir Patientinnen ohne ER-Expression und A/A-Genotyp betrigt 52 Monate

gegenliber 82 Monaten fir ER-negative Patientinnen mit wenigstens einem C-Allel
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(p=0,042; log-Rank-Test).

Im Gegensatz dazu war die Gesamtlberlebenszeit fir

Patientinnen mit ER-Expression vergleichbar (p=0,89; log-Rank-Test). Eine multivariate
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Abbildung 4-18: Prozentuale Inzidenz von Ovarialkarzinomen bei Frauen mit A/A-Genotyp (graue Raute)
und A/C- bzw. C/C-Status (schwarzes Dreieck) in Abh&ngigkeit vom Alter. Es findet sich kein Unterschied
beim Alter der Diagnosestellung zwischen beiden Gruppen.

Cox-Regressionsanalyse, adjustiert nach der ResttumorgréRe der ergab, dass der A/A-

Genotyp signifikant mit einem 5,5-fach erhdhten Risiko, am Tumor zu versterben, bei

Patientinnen mit ER-negativen Tumoren (p=0,01) nicht aber bei Patientinnen mit ER-

positiven Tumoren korreliert ist (relatives Risiko: 1,23; p=0,636; siehe Abbildung 4-19 und

Tabelle 4-5).
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Abbildung 4-19: A — Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichem SNP34091-
Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus; B — Gesamtiiberleben von Ovarialkarzinompatientinnen
mit unterschiedlichem SNP34091-Genotyp und positivem Ostrogenrezeptorstatus
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Tabelle 4-5: Durch multivariate Cox-Regression ermittelte Signifikanz der molekularen und klinischen
Faktoren
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univariate Analyse multivariate Analyse
Vet nicht-adjustiert RR 95% Konzidenz- p adjustiert 95% Konzidenz- p
interwall RR interwall

SNP34091
alle Patienten 1.774 0.969 —3.247 0.063 2.401 1.111-4.325 0.024

AJA 1.00 1.00

A/C+C/C
ER negativ®

A/A 3.751 1.368 - 10.29 0.008 5.53 1.495-20.48 0.01

A/C+C/C 1.00 1.00
ER positiv®

A/A 0.917 0.427 -1.967 0.823 1.229 0.524 —2.885 0.636

A/C+C/C 1.00 1.00
Histologie®

serds 1.00 1.00

nicht-serds 1.854 0.983 -3.499 1.346 0.635-2.850

undifferenziert 3.541 1.251-10.026 0.039 1.608 0.425-6.082 0.685
Aszites®

nein 1.00 1.00

ja 3.66 1.39-9.61 0.008 1.715 0.709 -4.144 0.231
Rezidiv®

nein 1.00 1.00

ja 20.04 2.74 - 145.82 0.003 10.86 1.4-84.235 0.022
Resttumor”

nein 1.00 1.00

ja 6.736 3.06-14.83 <0.001 5.351 2.05-13.967 0.001
FIGO

| 1.00 1.00

1 1.335 0.409 -4.35 1.337 0.362 —-4.938

1 3.257 1.548 - 6.851 1.534 0.521-4.517

\% 9.066 2.674-30.741 0.001 6.081 2.05-13.967 <0.001

®adjustiert nach Resttumor, badjustiert nach FIGO-Stadium

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob es eine Verbindung zwischen dem SNP34091
und einem Fortschreiten der Erkrankungen unter Chemotherapie gibt. Bei Patientinnen
mit A/A-Genotyp war die Zeit bis zum Wiederauftreten des Tumors gegenlber
Patientinnen mit A/C- bzw. C/C-Genotyp leicht verkirzt, auch wenn dieser Unterschied
nicht signifikant war (A/C+C/C: 40,4 Monate, A/A: 24,7 Monate; p=0,181). Wenn die
Patientinnen jedoch nach ihrem ER-Status unterteilt wurden, korrelierte der A/A-Genotyp
von Frauen mit ER-negativen Tumoren mit einer deutlich reduzierten rezidivfreien
Uberlebenszeit (A/A: 18,7 Monate, A/C+C/C: 50,6 Monate; p=0,012; log-Rank-Test). In der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse hatten diese Frauen ein 4,1-fach erhohtes Risiko,
an einem Rezidiv zu erkranken (p=0,02). Diese Unterschiede traten nicht bei Patientinnen

mit ER-positiven Tumoren auf (A/A: 25,2 Monate, A/C+C/C: 22,7 Monate; p=0,419; log-
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Rank-Test). Fir Frauen mit A/A-Genotyp und ER-positiven Tumoren ist das Risiko, an
einem Rezidiv zu erkranken, nicht erhoht (relatives Risiko: 1,03; p=0,95; siehe Abbildung

4-20).
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Abbildung 4-20: A — Rezidivfreies Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichem
SNP34091-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus; B — Rezidivfreies Uberleben von Ovarial-
karzinompatientinnen mit unterschiedlichem SNP34091-Genotyp und positivem Ostrogenrezeptorstatus

4.4 Rolle des SNP31112 im Intron 9 des MDMX-Gens bei Ovarialkarzinompatientinnen

Bei der Mutationsanalyse des MDMX-Gens wurden neben des Polymorphismus im 3°-UTR
zwei weitere Sequenzvariationen identifiziert, eine davon in Intron 9 an Position 31112
(T>C, rs2290855). Bei der Untersuchung der Zelllinien wurde deutlich, dass das C-Allel
dieser Sequenzvariation (mit Ausnahme der Zelllinie Hela), mit dem C-Allel des SNP34091
korrelliert ist (siehe Tabelle 4-4). Die Verteilung der Genotypen war vergleichbar zwischen
Ovarialkarzinompatientinnen (T/T: 50,5 %; T/C+C/C: 49,5 %) und gesunden Freiwilligen
mit einer passender Altersverteilung (T/T: 50,9 %; T/C+C/C: 49,1 %). Bei der Untersuchung
der Ovarialkarzinome fand sich weiterhin eine Korrelation zwischen dem
Polymorphismus, dem ER-Status und der Prognose der Frauen. Patientinnen mit ER-
negativen Tumoren und C-Allel hatten ein besseres Uberleben im Vergleich zu
Patientinnen mit T-Allel (p=0,117; siehe Abbildung 4-21). In der Gruppe der ER-positiven
Tumoren zeigte sich kein Unterschied im Uberleben der Patientinnen, wenn der
SNP31112 betrachtet wurde (p=0,827). Patientinnen mit homozygotem T-Status wiesen
keinen Unterschied im Alter der Diagnosestellung bei ER-positiven (63,7 Jahre) und ER-

negativen (64,8 Jahre) Tumoren auf. Ovarialkarzinompatientinnen mit C-Allel zeigten hin-
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Abbildung 4-21: Kaplan-Meier-Kurve zum Uberleben Ovarialkarzinompatientinnen mit unterschiedlichem
SNP31112-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus

gegen einen Unterschied im Alter der Diagnosestellung des Tumors. Wenn das C-Allel
vorhanden ist (C/T oder C/C), wurde das Ovarialkarziom bei Patientinnen mit ER-
negativen Tumoren im Alter von durchschnittlich 60,3 Jahren diagnostiziert, bei ER-

positiven Tumoren jedoch erst mit 69,1 Jahren (p=0,003).

4.5 Rolle des SNP31274 im Intron 10 des MDMX-Gens bei Ovarialkarzinompatientinnen

Neben den zwei bereits beschriebenen Polymorphismen im Intron 9 und im 3'-UTR wurde
ein dritter Polymorphismus im Intron 10 des MDMX-Gens an Position 31274 (G>A,
rs2290854) untersucht. Auch hier korreliert das Auftreten des selteneren A-Allels mit dem
C-Allel der Polymorphismen im Intron 9 (SNP31112) und im 3°-UTR (SNP34091). Die
Verteilung der Genotypen war vergleichbar zwischen Ovarialkarzinompatientinnen (G/G:
56,5 %; G/A+A/A: 43,5 %) und gesunden Freiwilligen mit einer passender Altersverteilung
(G/G: 61,8 %; G/A+A/A: 38,2 %). Ovarialkarzinompatientinnen mit ER-negativen Tumoren
und A-Allel haben der Kaplan-Meier-Analyse zufolge eine mittlere Uberlebenszeit von 77
Monaten, wahrend Patientinnen mit homozygotem G-Status nur eine mittlere
Uberlebenszeit von 52 Monaten aufweisen (p=0,048). In der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse, adjustiert nach Resttumor, zeigen diese Patientinnen ein 4,5-fach
erhohtes Risiko am Tumor zu versterben (p=0,038; siehe Abbildung 4-22). In der Gruppe

der ER-positiven Ovarialkarzinome findet sich dieser Unterschied nicht. In der Kaplan-
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Meier-Analyse betrédgt in dieser Patientengruppe die mittlere Uberlebenszeit fiir Frauen
mit A-Allel 58 Monate, verglichen mit 47 Monaten fiir Patientinnen mit homozygotem G-
Allel (p=0,885). Wie auch beim SNP31112 zeigt sich ein Unterschied im Alter bei
Diagnosestellung bei Patientinnen mit A-Allel. Frauen mit ER-negativen Tumoren und A-

Allel haben ein mittleres Alter bei Diagnosestellung von 59,2 Jahren, wahrend bei Frauen
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Abbildung 4-22: Multivariate Cox-Regression (adjustiert nach Resttumor) zum Uberleben Ovarialkarzinom-
patientinnen mit unterschiedlichem SNP31274-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus

mit ER-positiven Tumoren und A-Allel die Diagnose durchschnittlich erst mit 68,7 Jahren
erfolgt (p=0,003). Bei Patientinnen mit homozygotem G-Allel findet sich dieser
Unterschied nicht (ER-negativ: 65,2 Jahre; ER-positiv: 63,4 Jahre).

4.6 Rolle des SNP31826 im Intron 10 des MDMX-Gens bei Ovarialkarzinompatientinnen

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Gareth Bond (Oxford University) wurde ein
weiterer Polymorphismus hinsichtlich seiner Haufigkeit und Prognosekorrelation
untersucht (G>A, rs1563828). Dieser befindet sich an Position 31826 im Intron 10 des
MDMX-Gens. Dieser wurde wahrend der Sequenzierung der 11 Exone des Gens nicht mit
erfasst. Die Primer fiir die Untersuchung des Status des Polymorphismus wurden uns
freundlicherweise durch Gareth Bond zur Verfiigung gestellt. Die Verteilung der
Genotypen war vergleichbar zwischen Ovarialkarzinompatientinnen (G/G: 51,4 %;
G/A+A/A: 48,6 %) und gesunden Freiwilligen mit einer passender Altersverteilung (G/G:
47,7 %; G/A+A/A: 52,3 %). Patientinnen mit dem A-Allel und ER-negativen Tumoren

zeigen in der Kaplan-Meier-Analyse ein deutlich besseres Uberleben (p=0,051) als Frauen
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mit homozygotem G-Status. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse (siehe Abbildung
4-23) weisen diese Patientinnen, mit G/G-Verteilung, ein 3,6-fach erhohtes Risiko auf, am
Tumor zu versterben (p=0,049). In der Gruppe der ER-positiven Tumoren zeigt sich dieser

Unterschied nicht (p=0,990). Weiterfiihrend wurde auch untersucht, ob das A-Allel einen
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Abbildung 4-23: Multivariate Cox-Regression (adjustiert nach Resttumor) zum Uberleben von Ovarial-
karzinompatientinnen mit unterschiedlichem SNP31826-Genotyp und negativem Ostrogenrezeptorstatus

Einfluss auf das Alter der Frau bei Diagnosestellung des Tumors hat. Interessanterweise
fand sich hier nur ein Unterschied, wenn die beiden homozygoten Allelverteilungen
verglichen werden (siehe Abbildung 4-24). Die heterozygoten Falle mit A/G-Status laufen
anfanglich zwischen den beiden homozygoten Kurven, nadhern sich aber mit
zunehmendem Alter mehr der Kurve der homozygoten G/G-Falle an. Bei Patientinnen mit
G/G-Status wird der Tumor durchschnittlich mit 64,7 Jahren diagnostiziert, wahrend bei
Patientinnen mit dem selteneren A/A-Status der Tumor im Mittel bereits mit 59,1 Jahren
festgestellt wird (p=0,087, Mann-Whitney-Test). Damit wird der Tumor bei Frauen mit
A/A-Status durchschnittlich 5,6 Jahre friher diagnostiziert. Zeigt der Tumor dieser Frauen

dann keine ER-Expression, so haben diese Patientinnen eine verlangerte Uberlebenszeit.
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Abbildung 4-24: Prozentuale Inzidenz von Ovarialkarzinomen bei Frauen mit unterschiedlichen Genotyp des
SNP31826 in Abhangigkeit vom Alter. Bei Frauen mit A/A-Status wird der Tumor durchschnittlich 5,6 Jahre
eher diagnostiziert.

Zusammengenommen (siehe Tabelle 4-6) geben diese Daten eindeutige Hinweise darauf,
dass genetische Varianten des MDMX-Gens, die Tumorentstehung und die Uberlebenszeit
von Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen.

Allgemein lasst sich sagen, alle untersuchten MDMX-Polymorphismen keine Rolle bei
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren spielen. Hier deutet die Expression des Ostrogen-
rezeptors darauf hin, dass Hormone das Tumorwachstum beschleunigen. Ist in den
Tumoren von Ovarialkarzinompatientinnen jedoch keine ER-Expression nachweisbar, geht
der Nachweis von bestimmten Genotypen mit einem frilheren Tumorauftreten und
einem verlangertem Gesamtiiberleben einher. Bei allen untersuchten Polymorphismen
zeigt sich bei Auftreten des selteneren Genotyps und bei Vorliegen von ER-negativen
Tumoren, dass das Ovarialkarzinom dieser Patientinnen zwar friher auftritt, jedoch diese
Frauen eine deutlich verlingerte Uberlebenszeit haben und ein geringeres Risiko
aufweisen an ihrem Tumor zu versterben. Damit hat der Status der untersuchten
Polymorphismen eine prognostische Relevanz fiir Ovarialkarzinompatientinnen mit ER-

negativen Tumoren.
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Tabelle 4-6: Zusammenfassung einiger statistischer Parameter der Polymorphismen in Abhangigkeit vom
ER-Status
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Polymorphismus Alter bei Mittlere p-Wert§ Relatives p-Wert*
Diagnose® Uberlebenszeit® Risiko (RR)*
SNP31112
ER gesamt TT 64,2 58,9 0,310 2,3 0,027
CT+CC 65,2 64,7 1
ER positiv TT 63,7 61,0 0,827 1,7 0,280
CT+CC 69,1 49,7 1
ER negativTT 64,8 53,4 0,117 3,7 0,049
CT+CC 60,3 73,0 1
SNP31274
ER gesamt GG 64,2 56,4 0,112 2,1 0,038
AG+AA 64,4 66,7 1
ER positiv GG 63,4 58,2 0,885 1,3 0,530
AG+AA 68,7 47,4 1
ER negativ GG 65,2 51,7 0,048 4,5 0,038
AG+AA 59,2 76,8 1
SNP31826
ER gesamt GG 64,7 57,5 0,142 2,1 0,042
AG+AA 64,1 66,8 1
ER positiv GG 65,1 61,5 0,990 1,5 0,467
AG+AA 67,7 50,3 1
ER negativ GG 65,1 50,4 0,051 3,6 0,049
AG+AA 59,4 74,4 1
SNP34091
ER gesamt AA 64,7 53,8 0,063 2,2 0,024
AC+CC 64,2 67,1 1
ER positiv AA 65,2 58,4 0,823 1,2 0,636
AC+CC 68,7 47,1 1
ER negativ AA 63,8 46,4 0,006 5,5 0,010
AC+CC 59,2 79,3 1

# mittleres Alter bei Diagnosestellung des Tumors in Jahren
§ mittlere Uberlebenszeit in Monaten ermittelt in Kaplan-Meier-Analyse
* multivariate Cox-Regressionsanalyse adjustiert nach Resttumor
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5. Diskussion

Das murine ,double minute” 2 (MDM2) Gen wurde als eines von drei Genen (MDM1, 2,
3) identifiziert, die in der spontan transformierten Maus-Zelllinie 3T3-DM mit bis zu 50
Kopien vorliegen (Fakharzadeh et al., 1991). Bei der Analyse der Gene zeigte sich, dass
nur das Genprodukt des MDM2-Gens in der Lage ist, Zellen spontan zu transformieren
(Cahilly-Snyder et al., 1987). Die Ursache dafir ist, dass MDM2 an den Tumorsuppressor
p53 binden und so dessen Funktion als Transaktivator von Genen, die eine Rolle in der
Zellzyklusregulation und beim Auslésen von Apoptose spielen, inhibieren kann (Momand
et al., 1992). Andererseits wird die Expression von MDM?2 durch p53 positiv reguliert.
Damit sind das Onkogen MDM2 und der Tumorsuppressor p53 durch einen
»autoregulatorischen” Feedback-Loop miteinander verbunden (Barak et al., 1993). MDM2
ist weiterhin in der Lage, p53 flir den proteasomalen Abbau zu markieren (Haupt et al.,
1997; Honda et al., 1997). Ein weiterer negativer Regulator der p53-Aktivitat ist das
MDM2-Homologe MDMX (Shvarts et al., 1996). MDMX ist wie MDM2 in der Lage, an den
Tumorsuppressor p53 zu binden und so dessen transkriptionelle Aktivitat zu inhibieren.
Im Gegensatz zu MDM2 kann MDMX jedoch nicht als E3-Ubiquitin-Ligase fungieren und
p53 fir den proteosomalen Anbau markieren (Jackson und Berberich, 2000). In einer
Vielzahl von Tumoren kommt es zu Storungen des Gleichgewichts zwischen MDM?2,
MDMX und p53 (Toledo und Wahl, 2006). Eine Ursache dafiir kbnnen Mutationen im p53-
Gen sein, die in bis zu 50 % aller Tumoren nachgewiesen wurden. (Hollstein et al., 1991).
Weiterhin zeigen einige Tumorarten eine Uberexpression der Onkoproteine MDM?2 und
MDMX (Danovi et al., 2004; Freedman et al., 1999). Dies kann ebenfalls zu einer
Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 fiithren. Eine Ursache fiir eine Uberexpression
kann in der Amplifikation des MDMX- oder MDM2-Gens liegen. Eine verstdrkte
Transkription und/oder eine erhdhte Translationseffizienz der mRNA-Transkripte konnen
ebenfalls zu einer Uberexpression des MDM2- oder MDMX-Proteins fiihren (Barak et al.,
1994; Landers et al., 1997). Ursachen fir unterschiedliche Transkriptionseffizienzen
kénnen Polymorphismen im 5-UTR von Genen sein. Ein Beispiel dafiir ist der SNP309
(T>G) im Promotorbereich des MDM2-Gens. Hier zeigen Zellen mit dem G-Allel des
SNP309 erhohte MDM2-mRNA Expression (Bond et al., 2004). Ziel dieser Arbeit war es
daher zu untersuchen, ob es in Ovarialkarzinomen zu Veranderungen im p53-MDM?2-

MDMX-Pathway kommt und ob diese eine prognostische Bedeutung besitzen.
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5.1 MDM2- und MDMX-Genamplifikationen

Die Charakterisierung der Verdnderungen des p53-Pathways in Ovarialkarzinomen
umfasste unter anderem die Analyse des Amplifikationsstatus des MDM2- und des
MDMX-Gens. AnschlieBend wurden die molekularen Daten mit den klinischen
Parametern korreliert, um zu prifen, ob diese einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
haben und eventuell als unabhangige Prognosefaktoren fir Ovarialkarzinome dienen
konnen. In unseren Untersuchungen konnte in 28,8 % (26 von 90) der untersuchten
Proben eine Amplifikation des MDM2-Gens detektiert werden. Dieser Wert ist deutlich
hoher als der fur Ovarialkarzinome in einer MDM2-Amplifikationsdatenbank publizierten
Wert von 3,1 % (Momand et al., 1998). Foulkes et al. konnten in keinen der 32
untersuchten Ovarialkarziome eine Amplifikation nachweisen (Foulkes et al., 1995).
Andererseits zeigen Ovarialkarzinome haufig einen Zugewinn des Chromosomenarms
12q13-14, der Region in der auch das MDM2-Gen lokalisiert ist (Hauptmann et al., 2002).
Die Arbeitsgruppe um Courjal et al. konnte in 3,8 % (6/158) der untersuchten Proben eine
MDM2-Amplifikation detektieren (Courjal et al., 1996). Bei den Fallen mit MDM2-
Amplifikation handelte es sich ausschlielSlich um FIGO llI-Karzinome. Diese Korrelation
gibt es in dem von uns untersuchten Kollektiv nicht. Die unterschiedlichen Ergebnisse
entstehen moglicherweise durch die Nutzung von verschiedenen Methoden zur
Bestimmung des MDM2-Amplifikationsstatus. Courjal et al. isolierten fir ihre
Untersuchungen DNA aus Frischgewebe und fihrten anschlieRend Southern-Blot
Untersuchungen durch. Fiir unsere Untersuchungen hingegen stand kein Frischgewebe
und Normalgewebe zur Verfligung, sondern nur Formalin-fixiertes in Paraffin-
eingebettetes Material. Dieses Material ist durch eine hohe Degradationsrate der DNA
gekennzeichnet. Mit dieser DNA wurden keine Southern-Blots gemacht, sondern
komparative real-time PCRs durchgefiihrt. Obwohl im Vorfeld die Reaktionsbedingungen
genau ausgetestet und optimiert wurden und bei jeder Untersuchung zahlreiche
Kontrollen mitgefiihrt wurden, sind doch die unterschiedlichen Ergebnisse durch die
Verwendung von verschiedenen Ausgangsmaterialien und Methoden erklarbar. Daher
sollte bei zukiinftigen Amplifikationsuntersuchungen DNA sowohl aus Frischgewebe als
auch aus fixiertem Material gewonnen werden, um die Ergebnisse besser vergleichen zu

kénnen.
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Die Untersuchung der MDMX-Amplifikation ergab, dass das Gen in 15,3 % (15 von 98) der
Falle amplifiziert vorlag. Dabei hatten die Patientinnen ohne Amplifikation eine mittlere
Uberlebenszeit von 61 Monaten, wihrend die Frauen mit MDMX-Genamplifikation
durchschnittlich nur 32 Monate (iberlebten. Auch wenn dieses Ergebnis mit einem p-Wert
von 0,121 nicht signifikant ist, so zeigt sich doch ein deutlicher Trend. Statistisch
signifikant (p=0,001) wurde das Ergebnis jedoch, wenn nur die Uberlebenszeiten von
Patientinnen mit high-grade Karzinomen und MDMX-Amplifikation betrachtet wurden. In
der Literatur gibt es bisher keine weiteren Untersuchungen zum MDMX-
Amplifikationsstatus in Ovarialkarzinomen. Das MDMX-Gen ist auf Chromosom 1 in der
Region 1932 lokalisiert, einer Region, die in Ovarialkarzinomen ebenfalls haufig
Veranderungen aufweist (Gallion et al, 1990; Hauptmann et al., 2002). Fir
Weichteilsarkome konnte bereits gezeigt werden, dass das MDMX-Gen in 17 % der
untersuchten Falle amplifiziert vorliegt, und dass dies auch mit einer schlechten Prognose
korreliert (Bartel et al., 2005). Bartel et al. konnten in dieser Arbeit auch zeigen, dass die
Expression der MDMX-S mRNA mit einer schlechten Prognose  fir
Weichteilsarkompatienten korreliert. Dies konnten wir an unserem Kollektiv nicht
nachweisen. Hier korrelierte eine MDMX-Amplifikation weder mit der MDMX-mRNA noch
der MDMX-S mRNA Expression, wobei RNA aus Formalin-fixiertem Gewebe eine sehr
schlechte Qualitat aufweist und diese Messungen mit Frischgewebe wiederholt werden
sollten. Riemenschneider et al. beschrieben, dass eine MDMX-Genamplifikation und eine
mRNA-Uberexpression in Glioblastomen gefunden wurde, die keine p53-Mutationen
aufwiesen. Sie schlussfolgerten daraus, dass eine MDMX-Amplifikation ein neuer
Mechanismus fir die Entstehung maligner Gliome sein kdénnte, um sich der p53-
regulierten Wachstumskontrolle zu entziehen (Riemenschneider et al., 2003). Dies konnte
flr unser Patientenkollektiv nur teilweise bestatigt werden: 5 der 11 untersuchten high-
grade Karzinome mit MDMX-Amplifikation wiesen auch eine p53-Mutation auf, von
denen 4 eine Uberexpression des p53-Proteins in der Immunhistochemie zeigen. In einer
kirzlich veroffentlichten Publikation konnten Ahmed et al. zeigen, dass 96 % der
untersuchten serésen high-grade Karzinome, darunter auch Ovarialkarzinome, eine p53-
Mutation aufweisen. Die restlichen Karzinome zeigten andere Veranderungen wie Kras-

Mutationen oder eine MDMX-Amplifikation (Ahmed et al., 2010). Daher sind weitere
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Untersuchungen nétig, um zu beweisen, dass MDMX-Genamplifikationen und p53-

Mutationen unabhangige Mechanismen darstellen, um p53 in Tumoren zu inaktivieren.

5.2 p53-Mutations- und Expressionanalyse

Fiir die Untersuchungen zu Verdanderungen im p53-Pathway wurden weiterhin der p53-
Mutationsstatus und die p53-Expressionsrate in einem Kollektiv von 107
Ovarialkarzinomen bestimmt. In 39 % (42/107) der Tumoren konnten p53-Mutationen
nachgewiesen werden, die eine Veranderung der Aminosauresequenz bewirken. Dieser
Prozentsatz liegt nahe dem in der Literatur flir Ovarialkarzinome beschriebenen Bereich
von 40-80 % (Feki und Irminger-Finger, 2004). Eine positive Immunfarbung lag bei 51 %
der Tumoren vor. Hier schwankt der in der Literatur beschriebene Wert zwischen 29-62 %
(Geisler et al., 1997; Henriksen et al., 1994; Klemi et al., 1995; Levesque et al., 1995;
Rohlke et al., 1997). Diese Ergebnisse zeigen, dass die p53-Immunhistochemie nicht
immer ein sicherer Marker fiir den p53-Genstatus ist. In unserem Kollektiv zeigte die
Halfte der Falle mit Wildtyp p53-Gen (49,2 %) auch eine positive p53-Immunfarbung. Ein
Wert, der Uber dem liegt, was bisher in der Literatur beschrieben wurde (Havrilesky et al.,
2003; Reles et al., 2001). Havrislesky et al. fanden in 28 % und Reles et al. in 38 % der von
ihnen untersuchten Tumorproben eine positive p53-Immunhistochemie bei
Vorhandensein eines nicht mutierten p53-Gens. Das Wildtyp p53-Protein besitzt eine
kurze Halbwertszeit, wird normalerweise nur in sehr geringem Male expremiert und
sollte daher immunhistochemisch nicht nachweisbar sein (Ljungman, 2000). Es ist noch
Uberraschender, dass es sich bei 90 % der Wildtyp-p53 liberexpremierenden Tumoren um
high-grade Karzinome handelt. Die Ursache fiir diese stark erhohte Expression des p53-
Proteins ist bisher nicht bekannt. Es ist zum einen moglich, dass die Stabilitat des p53-
Proteins stark erhoht ist oder zum anderen eine permanente Transkription des p53-Gens
bzw. eine verstarkte Translation der p53-mRNA erfolgt. Eine Ursache dafiir kdnnte sein,
dass es Verdanderungen in der Funktionalitdt von p53-interagierenden Proteinen, wie
MDM?2 oder MDMX, gibt (Finch et al., 2002; Kubbutat et al., 1997). Zum anderen kdnnte
durch eine fortwdhrende p53-Phosphorylierung eine Interaktion mit Regulatoren
verhindert werden. Es wird auch diskutiert, ob ein bisher unbekannter Faktor zwischen
polyubiquitinyliertem p53-Protein und Proteasom in diesen Tumoren herunterreguliert ist

(Kubbutat et al., 1997; Yamauchi et al., 2005). Wang et al. und Kraus et al. konnten
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zeigen, dass die Stabilisierung von p53 mit der Expression von MDM2-SpleiBvarianten
korreliert (Kraus et al., 1999; Wang et al., 2005). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
es bisher noch keine eindeutige Erklarung fiir den Mechanismus und die Bedeutung von
akkumuliertem Wildtyp-p53-Protein in den Tumorzellen gibt. Weitere Studien sind notig,
um die Griinde fur diesen Befund zu klaren, besonders unter dem Aspekt, dass in unserer
Studie 82 % dieser Tumoren rezidivierten, wahrend dies bei nur 52 % der Patientinnen

mit ,normalem” p53 (Wildtyp-Gen, keine Expression) der Fall war.

P53 spielt eine Schliisselrolle bei der Platin-induzierten Apoptose. Daher kénnten p53-
Verdanderungen mit einem Platin-resistenten Phanotyp einhergehen. Die Reaktion einer
Tumorzelle auf ein Platinderivat, wirde dann von der Art der p53-Mutation und/oder
vom Status einzelner Polymorphismen abhangen. Vikhanskaya et al. untersuchten
verschiedene p53-hotspot-Mutationen in Verbindung mit dem Status des Arg72Pro-
Polymorphismus (Vikhanskaya et al., 2005). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Zellen
mit einem homozygoten Arginin-Status resistenter gegentiber Chemotherapeutika waren,
als Zellen mit homozygoten Prolin-Allelen. In unserer Studie gab es keinen signifikanten
Unterschied im rezidivfreien Uberleben von Patientinnen mit homozygoten Arg-Allelen
(p=0,87; log-rank-Test). Im Gegensatz dazu zeigten Patientinnen mit heterozygotem
Arg72Pro-Status eine mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit, von 61 Monaten, wenn ihr
Tumor Wildtyp-p53 aufwies, verglichen mit 19 Monaten rezidivfreier Uberlebenszeit
wenn der Tumor p53-mutiert war und/oder das Protein Uberexpremiert wird (p=0,02).
Andererseits hatten Patientinnen mit p53-mutierten Tumoren im FIGO Stadium Il eine
langere Gesamtiiberlebenszeit (59,2 Monate), verglichen mit Patientinnen mit Wildtyp-
p53 (40,6 Monate; p=0,058). Diese Daten stimmen zumindest teilweise mit denen von
Havrilesky et al. Uberein, die zeigen konnten, dass Frauen mit p53-mutierten
Ovarialkarzinomen ein geringeres Risiko hatten, an einem friihen Rezidiv zu erkranken
(Havrilesky et al., 2003). Viele Chemotherapeutika verursachen DNA-Schadden, die in
Zellen mit ,normalem” p53 vermutlich eher repariert werden, als dass in diesen Zellen
Apoptose eingeleitet wird. Damit hatten Patientinnen mit p53-mutierten Tumoren eine
bessere Prognose. Andere Arbeitsgruppen fanden ebenfalls ein besseres Ansprechen auf
eine platinhaltige Chemotherapie bei p53-mutierten Tumoren (Kandioler-Eckersberger et

al., 2000; Lavarino et al., 2000). Im Gegensatz dazu zeigten Reles et al., dass p53-
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Mutationen mit einem friiheren Auftreten von Rezidiven in frithen und spaten Stadien

von Ovarialkarzinomen einhergehen (Reles et al., 2001).

In der Literatur gibt es Hinweise, dass eher die Uberexpression von p53 als Mutationen
mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben korrelieren (Fallows et al., 2001; Kupryjanczyk,
2006; Rohlke et al., 1997; Viale et al., 1997). Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine p53-
Immunfarbung von >10% der Tumorzellen mit einem verringertem Gesamtiliberleben
korreliert (p=0,0065) und, dass das Auftreten von p53-Mutationen (p=0,86) allein keinen
Einfluss auf das Uberleben hat. Wir konnten auch zeigen, dass Patientinnen mit p53-
Verdanderungen generell eine schlechtere Prognose (p=0,047) und eine verkirzte
Gesamtiliberlebenszeit (p=0,05) hatten, im Vergleich zu Patientinnen mit ,, normalem”
p53. Bei den Patientinnen mit verdndertem p53 haben Uberraschender Weise die Frauen
mit Wildtyp-p53-Uberexpression die kiirzeste Uberlebenszeit. Da bisher nur wenige
Studien sowohl den p53-Genstatus als auch die Proteinexpression untersucht haben,
wurde der prognostische Wert einer Uberexpression von Wildtyp-p53 bisher unterschitzt
(Casey et al., 1996; Havrilesky et al., 2003; Reles et al., 2001). Unsere Studie unterstreicht
die Bedeutung der p53-Funktionalitdat. Das Vorliegen von funktionsfahigem Protein
scheint wichtiger zu sein, als die getrennte Untersuchung von p53-Mutationen und

Proteinexpression.

Obwohl p53 eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung und dem Fortschreiten
der Erkrankung spielt, so gibt es in der Literatur doch viele Diskrepanzen zur Bedeutung
von p53-Verdanderungen im Ovarialkarzinom. Eine Ursache kann darin liegen, dass das
Studiendesign zwischen den Arbeiten sehr unterschiedlich, und daher oft nicht
vergleichbar ist. Ein entscheidender Faktor ist dabei die Zusammensetzung des
Patientenkollektivs. In manchen Arbeiten werden nur serdse Ovarialkarzinome
betrachtet, andere Studien beinhalten alle Fille, die in einem bestimmten Zeitraum
diagnostiziert wurden. In den publizierten Arbeiten werden bei Mutationsanalysen
teilweise Exon 2-11 betrachtet, andere Arbeitsgruppen untersuchten dagegen nur Exon 5-
8 auf Mutationen. Dies konnte erklaren, warum in manchen Publikationen ein geringerer
Prozentsatz an p53-Mutationen gefunden wurde. Weitere Diskrepanzen entstehen durch
die Verwendung von unterschiedlichen Antikérpern bei immunhistochemischen
Farbungen, und der anschlieRend Evaluierung der Prdparate. Es werden in den Studien

unterschiedliche Prozentwerte festgelegt, ab wann ein Protein als niedrig oder hoch
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Uberexpremiert gilt (de Graeff et al., 2009). Deshalb ist es wichtig, die Studienkriterien
genauer zu definieren, um die Bedeutung von p53-Verdnderungen fir bestimmte

Tumorsubgruppen reproduzierbar zu erforschen.

5.3 Rolle des SNP309 im Ovarialkarzinom

Zusatzlich zu p53-Verdanderungen haben wir auch den SNP309-Status im p53-sensitiven
P2-Promotor des MDM2-Gens untersucht. Seit der erstmaligen Beschreibung des SNP309
konnte in zahlreichen Tumorarten ein Zusammenhang mit einem friithem Auftreten des
Tumors und auch mit einem erhohten Risiko, an einem Tumor zu erkranken, gezeigt
werden, unter anderem beim Mammakarzinom, Kolonkarzinom und dem
Magenkarzinom (Menin et al.,, 2006; Ohmiya et al., 2006; Yarden et al., 2008).
Demgegeniiber konnte bei Basalzellkarzinomen, Lungenkarzinomen und
Prostatakarzinomen kein Einfluss des SNP309 auf die Tumorentstehung nachgewiesen
werden (Pine et al., 2006; Stoehr et al., 2008; Wilkening et al., 2007). Bond et al. konnten
fir B-Zell-Lymphome und Weichteilsarkome zeigen, dass das G-Allel des SNP309 mit
einem friiheren Erkrankungsalter fiir Frauen, aber nicht fir Manner, verbunden ist (Bond
et al., 2006). Daten von Patientinnen mit invasiv-duktalen Mammakarzinomen geben
Hinweise darauf, dass das G-Allel einen intakten Ostrogenrezeptor-Signalweg benétigt,
um die Tumorentstehung zu beschleunigen. Tatsachlich konnte in unserer Arbeit gezeigt
werden, dass das G-Allel des SNP309 nur bei Tumoren mit einer sehr starken ER-
Expression mit einem friiheren Diagnosealter (8 Jahre friher; p=0,048) verbunden ist,
aber nicht fir ER negative Ovarialkarzinome (1 Jahr friher; p=0,77). Wenn das Niveau der
ER-Expression in Ovarialkarzinomen nicht bericksichtigt wird, findet sich bei den
verschiedenen SNP309-Genotypen kein Unterschied im Erkrankungsalter, wie es bereits
vor kurzem publiziert wurde (Campbell et al., 2006). Auch die Arbeitsgruppe um Galic et
al. untersuchte den Status des SNP309 in einer Gruppe von 150 Ovarialkarzinomen (Galic
et al., 2007). In dieser Studie konnte kein Zusammenhang zwischen G-Allel und Alter bei
Diagnosestellung gefunden werden. Die Verteilung der Genotypen war unterschiedlich zu
unserer Arbeit. Galic et al. fanden 13 % mit G/G, 40 % mit T/G und 47 % mit T/T-Status,
verglichen mit 7% G/G, 50 % T/G und 43 % T/T in unserer Studie. Ein moglicher
Zusammenhang zwischen ER-Expression und SNP309-Status wurde in den

Patientengruppen nicht untersucht. Unsere Arbeit gibt damit weitere Hinweise fir eine
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Verbindung zwischen G-Allel des SNP309 und Ostrogenrezeptor-Signalweg. Der ER-Status
und das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, sind auch im Zusammenhang mit
der menopausalen Hormonersatztherapie (HET) von Bedeutung. Frauen in den
Wechseljahren werden entweder nur mit Ostrogenen oder zusitzlich mit Progestin
behandelt, um Beschwerden, wie z.B. Schlafstorungen, zu verringern. Greiser et al. kamen
nach der Auswertung von 42 Studien zu dem Schluss, dass das Risiko, an einen
Ovarialkarzinom zu erkranken, nach Behandlung mit Ostrogenen um das 1,28-fache
steigt, wahrend das Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, nicht erhoéht ist
(Greiser et al., 2007). Moglicherweise zeigen besonders Frauen mit G-Allel des SNP309 ein
erhohtes Risiko nach einer HET, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken. Hervorzuheben
ist auRerdem, dass das G-Allel des SNP309 — das aufgrund zahlreicher Befunde mit einem
geschwachten p53-Pathway assoziert ist — ebenso wie ein mutiertes p53-Gen bei
Patientinnen im FIGO IlI-Stadium mit einem langeren Gesamtiiberleben korreliert. Dies
zeigt die komplexe Wechselwirkung von p53 und MDM2 unter unterschiedlichen

hormonellen Bedingungen bei der Entstehung und Progression von Ovarialkarzinomen.

5.4 Alterationen im MDMX-Gen

Veranderungen im MDMX-Gen und deren Einfluss auf die Tumorentstehung und
Tumorprogression wurden in Ovarialkarzinomen bisher nicht untersucht. Fiir diese Arbeit
wurden zundchst alle codierenden Exone des MDMX-Gens in vierzehn Tumorzelllinien
sequenziert. Dabei konnte ein heterozygoter Austausch von Prolin zu Alanin in Codon 388
von Exon 11 der Zelllinie A2780 nachgewiesen werden. Bei dieser Veranderung handelt es
sich jedoch um keine Mutation, sondern um einen bereits bekannten Polymorphismus
(rs61754765). Die Haufigkeit dieser Alteration ist bisher nicht publiziert. Codon 388 liegt
zwar im C-terminalen Bereich des Proteins, jedoch auRerhalb von bisher bekannten
funktionellen Domanen. Ein Austausch von Prolin zu Alanin kénnte aber einen Einfluss auf
die Struktur des Proteins haben. Somit wéare es interessant, diese strukturelle
Veranderung weiter zu untersuchen. Da Exon 11 des MDMX-Gens die fir die Funktion des
Proteins wichtige RING-Finger Domadne enthdlt, wurde dieser Bereich in 113
Ovarialkarzinompatientenproben sequenziert. Bei dieser Untersuchung wurden zwei
missense-Mutationen und eine stille Mutation detektiert. Die missense-Mutation in

Codon 421 (AGA->GGA; Arg->Gly) konnte in 3 Patientenproben nachgewiesen werden.
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Ein Austausch der basischen Aminosdaure Arginin zu Glycin hat moglicherweise einen
Einfluss auf die Struktur und Stabilitat des MDMX-Proteins. Codon 421 liegt vor der RING-
Fingerdoméane (ASrest 437-483). Sowohl die stille Mutation in Codon 439 (TTA->TTG, Leu-
>Leu) als auch die missense-Mutation in Codon 458 (GTC->ATC, Val->lle) traten im Tumor
der gleichen Patientin auf. Der Aminosdurerest 458 liegt innerhalb der RING-
Fingerdomane des MDMX-Proteins. Die Bedeutung dieser Veranderung kdnnte nur eine
zielgerichtete Mutagenese mit anschlieBender Struktur- und Stabilitatsuntersuchung
klaren. Weiterhin wurde Exon 11 des MDMX-Gens auch in 79 Weichteilsarkomen
sequenziert. Dabei lag in zwei Fallen eine heterozygote missense-Mutation in Codon 374
(AAA->CAA, Lys->GlIn) vor. Mit dem Austausch von Lysin zu Glutamin kénnte dem Protein
eine  mogliche Ubiquitinylierungs-, Acetylierungs-, Neddylierung- oder Sumo-
quitinylierungsstelle fehlen. Der Aminosdurerest 374 findet sich auBerhalb von
funktionellen Doménen. Lysinrest 254 und 379 sind in der Literatur jedoch bereits als
Sumogquitinylierungsstellen beschrieben (Pan und Chen, 2005). Der Lysinrest 442 wurde
durch Linke et al. als Ubiquitinylierungsstelle fur die E3-Ligase MDM2 identifiziert (Linke
et al.,, 2008). Weitere Untersuchungen konnten klaren, ob auch an Lysinrest 374
Modifikationen auftreten koénnen. Die geringe Frequenz an MDMX-Mutationen in
Ovarialkarzinomen und Weichteilsarkomen deckt sich mit den Daten einer kiirzlich
publizierten Studie von Reinicke et al., die Mutationen im MDMX-Gen von Patientinnen
mit familidren Mammakarzinomen untersucht haben. Hier konnte in vier der
untersuchten 40 Falle eine MDMX-Mutation detektiert werden (Reincke et al., 2008).
Dabei wiesen drei Fille eine stille Mutation in Codon 74 (Val->Val) auf. Im Tumor einer
anderen Patientin fand sich eine A->G Mutation in Codon 153. Dies bewirkt einen
Austausch der Aminosaure Aspartat zu Glycin. Auch wenn die Frequenz an MDMX-
Mutationen in den drei bisher untersuchten Tumorarten gering ist, so konnten doch keine
Ubereinstimmenden Mutationen gefunden werden. Moglicherweise spielen in
unterschiedlichen Tumorarten auch unterschiedliche MDMX-Mutationen eine Rolle bei
der Tumorentstehung oder Tumorprogression. Auch fiir das MDM2-Gen ist in der
Literatur bisher nur eine geringe Mutationsrate beschrieben. Unsere Arbeitsgruppe
konnte bei der Sequenzierung von Exon 11 des MDM2-Gens in Tumoren von 82
Weichteilsarkompatienten und 108 gesunden Blutspendern keine Mutationen

nachweisen. Hier konnte jedoch ein Polymorphismus in Codon 354 detektiert werden,
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welcher einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat (Taubert et al., 2000). Eine
andere Arbeitsgruppe konnte bei der Sequenzierung der Zink-Finger-Region von MDM2 in
verschiedenen Karzinomen Mutationen nachweisen. In zwei Lymphomen und einem
Osteosarkom konnten Mutationen von Cysteinresten nachgewiesen werden, welche eine
Rolle bei der Koordination von Zink-lonen spielen, und damit bei der Stabilitdt des
Proteins (Schlott et al., 1997). ErwartungsgemaR scheint die Mutationsrate der Onkogene
MDM2 und MDMX gering zu sein. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden,
dass in einzelnen Tumoren Mutationen im MDM2- oder MDMX-Gen die

Tumorentstehung beeinflussen oder das Tumorwachstum beschleunigen.

5.4.1 Die prognostische Bedeutung des Polymorphismus 34091 fiir das Ovarialkarzinom

Es wird zunehmend beschrieben, dass genetische Veranderungen einen Einfluss auf
regulatorische Prozesse des gesamten Organismus haben, dazu gehort auch die
Anfalligkeit fir bestimmte Krankheiten. Die meisten bisher beschriebenen genetischen
Varianten beeinflussen das Transkriptionsniveau von mRNAs durch veranderte Aktivitaten
im Promoterbereich, zum Beispiel durch eine verstarkte oder verringerte Bindung von
Enhancer-Proteinen. Allerdings wird auch zunehmend publiziert, dass genetische
Varianten durch eine gestorte microRNA-vermittelte Genregulation den Phanotyp von
Organismen beeinflussen kénnen. In einer hollandischen Schafrasse findet sich eine
Mutation im 3°-UTR des Myostatin-Gens, einem Gen, welches das Muskelwachstum
hemmt. Diese Alteration schafft eine neue microRNA-Bindungstelle fir miR-1 und miR-
206. Die Bindung dieser microRNAs hemmt die Translation der Myostatin-mRNA. Somit
zeigen diese Schafe eine Hypertrophie der Muskulatur und sind entsprechend reich an
Fleisch (Clop et al., 2006). Die Daten unserer Arbeit geben Hinweise darauf, dass
Veranderungen im 3°-UTR von bestimmten Genen auch einen Einfluss auf das Krebsrisiko
von Menschen haben kénnen. Wir konnten im Rahmen unserer Arbeit erstmals zeigen,
dass ein SNP im 3 -untranslatierten Bereich des MDMX-Gens (SNP34091, rs4245739) eine
neue Bindungsstelle fiir die microRNA hsa-miR-191 schafft, und dass diese
Sequenzvariation sowohl mit dem Gesamtiiberleben als auch mit dem rezidivfreien
Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen korreliert. Unsere biochemischen Daten
geben Hinweise darauf, dass das A-Allel des SNP34091, welches nicht durch die miR-191

reguliert werden kann, mit einem erhéhten MDMX-Expressionsniveau korreliert. Dabei
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zeigt sich in dem Patientenkollektiv eine deutliche Assoziation von A/A-Status mit einer
erhohter MDMX-mRNA und Proteinexpression. In den sechs untersuchten Ovarial-
karzinomzelllinien ist das Bild jedoch nicht so eindeutig (siehe Abbildung 4-13). Die
MDMX-mRNA-Expression scheint in allen Zelllinien nahezu gleich zu sein. Nur die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 weist eine deutlich erhohte Expression auf, wobei diese
Zelllinie auch durch eine Amplifikation des MDMX-Gens gekennzeichnet ist. Die C/C-
Zelllinie EFO-21 zeigt tatsachlich eine geringe MDMX-Proteinexpression im Western-Blot.
Jedoch ist auch bei der A/A-Zelllinie OVCAR-3 kaum MDMX-Protein nachweisbar. Die
Zelllinien mit A/C-Status hingegen zeigen eine starke MDMX-Expression, obwohl sich
Karzinome mit A/C-Status wie Karzinome mit C/C-Status verhalten. In weiteren
Untersuchungen misste der MDMX-Expressionsstatus an weiteren Zelllinien mit C/C-
Status Uberprift werden, wobei das Auftreten des homozygoten C-Allels eher selten ist.
Auch die MDMX-mRNA-Expression sollte an Tumorgefriermaterial Uberprift werden.
Vielleicht lassen sich aber auch MDMX-Expressionsmuster zwischen Zelllinien und
Tumoren nicht ohne weiteres aufeinander Ubertragen, da ein Tumor ein komplexes
Netzwerk an unterschiedlichen Zellen enthalt, und die entsprechende Zelllinie nur einen
Bruchteil davon widerspiegelt.

Da es bereits viele Belege dafir gibt, dass MDMX neben MDM2 einer der wichtigsten
Regulatoren des Tumorsuppressors p53 ist, lasst sich spekulieren, dass die verkirzte
rezidivfreie Uberlebenszeit und die verkiirzte Gesamtiiberlebenszeit bei Ovarialkarzinom-
patientinnen mit A/A-Allel zumindest teilweise durch eine Abschwachung der p53-
Tumorsuppressoraktivitat bedingt ist. Bei Patientinnen mit ER-negativen Tumoren und C-
Allel finden sich mehr Tumoren mit intaktem p53, wahrend Frauen mit A/A-Status eher
eine Uberexpression des p53-Proteins, egal ob Wildtyp oder mutiert, zeigen. Vielleicht
tragt bei Tumoren mit A/A-Status die erhdhte MDMX-Expression zur Stabilisierung des
Wildtyp p53-Proteins bei. Auch Mancini et al. fanden in einer Gruppe von 17
Ovarialkarzinomen mit Wildtyp-p53 eine erhohte MDMX-mRNA und Proteinexpression
bei den Tumoren, die besonders gut auf eine cis-Platin-Behandlung ansprachen (Mancini
et al., 2009). Die Tumoren, die eine Chemoresistenz aufwiesen, zeigten ein geringes
MDMX-Expressionsniveau. Vermutlich ist in Tumoren mit verstarkter MDMX-
Proteinexpression p53 nicht in der Lage, die Platin-induzierten DNA-Schaden zu

reparieren. Daher sprechen diese Tumoren bessere auf platinhaltige Chemotherapeutika
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an. Die Daten sollten jedoch noch ein einem gréRBeren Patientenkollektiv bestatigt
werden, und dann sollte neben dem p53-Mutationsstatus auch der p53-Expressionstatus
in den Tumoren bestimmen werden.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fiihrt das G-Allel des SNP309 im P2-Promotor des
MDM2-Gens zu einem friheren Auftreten von Ovarialkarzinomen bei Patientinnen mit
ER-positiven Tumoren. Ursache dafiir ist vermutlich auch hier eine Abschwachung des
p53-Pathways. Andererseits haben die Patientinnen mit G-Allel und ER-negativen
Tumoren eine signifikant bessere Prognose im Vergleich zu Patientinnen mit T/T-Status
(p=0,024). Im Gegensatz zu MDM2 (Kinyamu und Archer, 2003) besitzt MDMX keine ER-
Bindestellen im Promotorbereich des Gens (personliche Mitteilung von Prof. GroRe, 1.)
Daher kann die MDMX-Expression vermutlich nicht Giber Ostrogene reguliert werden. Der
negative Effekt des A/A-Genotyps des SNP34091 auf das rezidivfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben konnte auch nur bei Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
beobachtet werden. Jedoch korreliert dieser Polymorphismus nicht mit einem friiheren
Alter des Tumorauftretens. Dies |dsst vermuten, dass das erhdhte MDMX-
Expressionsniveau mit dem klinischen Verlauf und der Antwort des Tumors auf
Chemotherapeutika korreliert und nicht mit der Entstehung eines Ovarialkarzinoms bei
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern,
dass bei Patientinnen mit ER-positiven Tumoren die Rolle von Polymorphismen auf das
Uberleben klein ist, da die Expression der Geschlechtshormone diesen Effekt iiberlagert.
Der humane Ostrogenrezeptor gehért zur Familie der nukledren Rezeptoren fiir kleine
hydrophobe Liganden, die Wachstum, Differenzierung und Homoostase in
eukaryontischen Zellen regulieren (Hanstein et al., 1996). Das Gen des klassischen
Ostrogenrezeptors (a) ist auf Chromosom 6q24-27 lokalisiert (Ponglikitmongkol et al.,
1988). Nach der Diffusion in die Zelle bindet Ostradiol an den Ostrogenrezeptor. Diese
Bindung induziert eine allosterische Konformationsianderung des Rezeptors. Diesem
Schritt folgt die Dimerbildung zweier ligandengebundener Rezeptormolekiile. Diese
Dimerisierung erlaubt dann die Bindung des Rezeptor-Hormon-Komplexes an seine
spezifische Ziel-DNA, das Ostrogen-responsive Element (ERE). Es gibt Hinweise, dass
sowohl Wachstumsfaktoren wie TGFa (Transforming growth-factor), IGF-1 (Insulin-like
growth-factor) und Wachstumsfaktorrezeptoren wie der EGF-Rezeptor (Epidermal

growth-factor) und erbB2 in Mammakarzinomzellen nach Behandlung mit Ostradiol
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hochreguliert sein kénnen (Mangelsdorf et al, 1995). Weitere Ostrogen-regulierte
Zielgene sind Fibulin-1 und Cathepsin D, welche eine Rolle bei der zellularen Motilitat und
Invasionsfahigkeit spielen (Clinton et al., 1996; Rochefort et al., 2001). Damit werden bei
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren vermutlich andere Wege angeschaltet, die zu
einem verstarkten Tumorwachstum flihren, als dass bei diesen Patientinnen eine
Abschwachung des p53-Pathways durch Polymorphismen eine Rolle beim klinischen

Verlauf der Erkrankung spielt.

5.4.2 Die prognostische Bedeutung weiterer Polymorphismen des MDMX-Gens

Bei der Sequenzierung des MDMX-Gens wurden neben dem Polymorphismus im 3°-UTR,
zwei weitere Alterationen in Intron 9 (rs2290855) und 10 (rs2290854) untersucht. Atwal
et al. analysierten die evolutionare Selektion von genetischen Varianten des MDMX-Gens,
und deren Bedeutung bei der Tumorentstehung (Atwal et al., 2009). Sie konnten zeigen,
dass die Vererbung vieler Gber das ganze Gen verteilter Polymorphismen eng aneinander
gekoppelt ist. Diese Kopplung ist in der kaukasischen Bevolkerung starker als bei der
afroamerikanischen und der afrikanischen Bevélkerung. In dieser Studie wurde auch der
Status eines Intron 10 Polymorphismus (rs1563828) in einer Gruppe von 95 Frauen mit
hohen Raten an familidren Mamma- und Ovarialkarzinomen bestimmt. Dabei wird bei
Frauen, die homozygot fiir das seltenere Allel sind, der Tumor 4-5 lJahre friiher
diagnostiziert, verglichen mit Frauen, die homozygot fir das haufigere Allel sind
(p=0,0236). Fiir diese Publikation der Arbeitsgruppe um Atwal et al. wurde der Status
dieses Polymorphismus auch an unserem Kollektiv von sporadischen Ovarialkarzinomen
bestimmt. Frauen mit A/A-Status bekommen ihren Tumor durchschnittlich mit 59,1
Jahren, wahrend die Frauen mit dem haufigeren G/G-Status ihren Tumor erst mit 64,7
Jahren bekommen (p=0,087). Interessanterweise lauft anfanglich die Kurve der
prozentualen Inzidenz fir Frauen mit heterozygotem Status zwischen den beiden
homozygoten Kurven, nahrt sich dann aber der des homozygoten G-Allels an (Abbildung
4-24). Diese Ergebnisse wurden auch durch die Arbeitsgruppe um Kulkarni et al. bestatigt.
Sie konnten an zwei Kohorten von Mammakarzinomen zeigen, dass das homozygote A-
Allel mit einer 4-5 Jahre friiheren Diagnose einhergeht, bei Frauen mit ER-negativen
Tumoren, jedoch nicht bei Patientinnen mit ER-positiven Tumoren (Kulkarni et al., 2009).

Sowohl Atwal et al. als auch Kulkarni et al. untersuchten jedoch nicht den Einfluss dieses
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Polymorphismus auf das Gesamtiiberleben der Frauen. In unserem Kollektiv zeigte sich,
dass die Frauen mit ER-negativen Tumoren, die spéter ihr Karzinom bekamen, ein 3,6-fach
erhohtes Risiko hatten, an ihrem Tumor zu versterben (p=0,049). Generell korrelierte in
dieser Arbeit immer das homozygot haufigere Allel aller untersuchten Polymorphismen
mit einem schlechteren Gesamtliberleben fiir Ovarialkarziompatientinnen mit ER-
negativen Tumoren, jedoch nicht bei ER-positiven Tumoren. Laut Atwal et al. und
HapMap-Database werden diese Polymorphismen auch aneinander gekoppelt vererbt. In
unserem Kollektiv tritt in 45 der 118 Falle das homozygot haufigere Allel aller vier
untersuchten MDMX-Polymorphismen zusammen auf. In 35 der 118 Falle wird das
seltenere Allel aller vier untersuchten Polymorphismen expremiert. Die durchschnittliche
Uberlebenszeit fiir Patientinnen mit ER-negativen Tumoren und den homozygot
haufigeren Allelen aller Polymorphismen betragt 45,3 Monate, wahrend Patientinnen, bei
denen die selteneren Allele aller vier Polymorphismen nachweisbar sind, durchschnittlich
75,4 Monate Uberleben. Dieser Unterschied findet sich bei Patientinnen mit ER-positiven
Tumoren nicht (homozygot haufigere Allele: 50,7 Monate; selterene Allele: 45,4 Monate).
Eine Erklarung fiir die verlingerte Uberlebenszeit von Patientinnen mit ER-negativen
Tumoren konnte sein, dass an das C-Allel des SNP34091 die microRNA-191 binden kann
und so die MDMX-Proteinexpression verringert ist. Dadurch kénnte in diesen Tumoren
eine Aktivierung p53-Tumorsuppressorweges schneller und effizienter erfolgen, als in
Tumoren mit erhohter MDMX-Proteinexpression. Da mit einer grolRen Wahrscheinlichkeit
alle vier Polymorphismen aneinander gekoppelt vererbt werden, zeigt sich der Effekt auf
das Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen mit ER-negativen Tumoren, bei der
getrennten Betrachtung der Polymorphismen immer wenn das seltenere Allel
nachweisbar ist.

Zusammengenommen geben diese Daten eindeutige Hinweise darauf, dass genetische
Varianten des MDMX-Gens, die Tumorentstehung und die Uberlebenszeit von

Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildete die Aufklarung von Mechanismen, die
zur Fehlregulation des p53-MDM2-MDMX-Pathways in Ovarialkarzinomen fiihren, dem
Karzinom, welches in den westlichen Landern die hochste Sterblichkeitsrate unter den
gynakologischen Tumoren aufweist. Diese Untersuchungen umfasste die Analyse von
Alterationen, wie z.B. Mutationen und Polymorphismen, Genamplifikationen und Protein-
Uberexpressionen und die Frage, ob diese Verdnderungen mit klinischen Parametern der
Patientinnen, wie Uberlebenszeit oder Rezidivrisiko, korrelieren.

In 28,8 % der von uns untersuchten Ovarialkarzinomproben konnte eine Amplifikation des
MDM2-Gens und in 15,3 % der Féalle eine Amplifikation des MDMX-Gens nachgewiesen
werden. Dabei korrelierte nur die MDMX-Amplifikation mit einer deutlich verkiirzten
Uberlebenszeit. Besonders Patientinnen mit high-grade Ovarialkarzinomen und MDMX-
Amplifikation haben ein 3,2-fach erhohtes Risiko, am Tumor zu versterben.

Weitere interessante Beobachtungen wurden bei der Bestimmung des p53-Mutations-
und Proteinexpressionsstatus gemacht. Patientinnen, deren Tumoren das Wildtyp-p53-
Protein Uberexpremierten, zeigten die kiirzeste Uberlebenszeit. Dieses Ergebnis macht
deutlich, dass die isolierte Betrachtung des p53-Gen- und Proteinexpressionsstatus wenig
prognostische Bedeutung hat und erklart auch teilweise die widerspriichlichen Daten aus
der Literatur zur prognostischen Relevanz von p53-Mutationen oder Expressionsstatus,
speziell fur das Ovarialkarzinom. Des Weiteren wurde der Status des SNP309 im P2-
Promotor des MDM2-Gens bestimmt. Dabei ist das seltenere G-Allel mit einem friiheren
Alter des Tumorauftretens bei Ostrogenrezeptor (ER) positiven Tumoren von
Ovarialkarzinompatientinnen assoziiert, obwohl der ER-Status selbst keine prognostische
Aussagekraft besitzt. Diese Daten stiitzen die Hypothese, dass Ostrogene die Entwicklung
von Tumoren bei Individuen mit G/G-Genotyp beschleunigen konnen. Andererseits
korrelierte bei unseren Ovarialkarzinompatientinnen ein geschwachter p53-Weg (durch
p53-Mutation oder G-Allel des SNP309) mit einer deutlich verlingerten Uberlebenszeit.
Da bisher wenige Daten zu Mutationen des MDMX-Gens in Tumoren vorlagen, wurde der
gesamte codierende Bereich zunachst in diversen Tumorzelllinien und anschliefSend Exon
11 des MDMX-Gens in Ovarialkarzinomproben sequenziert. Dabei konnte nur eine
geringe Mutationsrate detektiert werden, aber es wurden hohe Frequenzen fir

verschiedene Polymorphismen gefunden. Eine dieser Sequenzvariationen liegt im 3°-UTR

99



Kapitel 6 Zusammenfassung und Ausblick 100

des MDMX-Gens (SNP34091) und erschafft eine mogliche Bindungstelle fiir die microRNA
hsa-miR-191. Unsere biochemischen Daten geben Hinweise darauf, dass die miR-191
spezifisch die MDMX-C-Variante reguliert, nicht jedoch die MDMX-A-Variante. Der A/A-
Genotyp tritt in high-grade Ovarialkarzinomen verglichen mit low-grade Karzinomen mit
einer hoheren Frequenz auf. Patientinnen mit A/A-Status, deren Tumoren keine ER-
Expression zeigen, haben ein erhohtes Rezidivrisiko und ein 5,5-fach erhéhtes Risiko, am
Tumor zu versterben. Die Bedeutung weiterer Polymorphismen im Intron 9 und 10 des
MDMX-Gens auf das Uberleben wurde ebenfalls untersucht. Auch hier ging das seltenere
Allel, bei ER-negativen Tumoren, mit einem besseren Uberleben der Patientinnen einher.
Eine Ursache fiir diese Beobachtung kdnnte sein, dass die Vererbung dieser Genotypen
aneinander gekoppelt ist.

Um die Rolle der Polymorphismen fiir die Prognose von Ovarialkarzinomen zu bestatigen,
sollten die durchgefiihrten Untersuchungen an einem anderen Kollektiv wiederholt
werden. Es ware auch interessant, den Status des SNP34091 in anderen Karzinomen zu
bestimmen. Dabei stehen Tumoren, wie das Mammakarzinom, im Vordergrund, bei
denen eine Rolle von Geschlechtshormonen bereits beschrieben ist. Auch hier kénnte bei
ER-negativen Karzinomen das Vorhandensein des C-Allels mit einem verlangerten
Uberleben korrelieren.

Zusammengenommen geben die Daten dieser Arbeit deutliche Hinweise darauf, dass
Alterationen im p53-MDM2-MDMX-Pathway Einfluss auf die Entstehung von
Ovarialkarzinomen haben und die Prognose der Patientinnen beeinflussen. Genauere
Erkenntnisse (iber diese Veranderungen kénnen in Zukunft dazu beitragen, den Verlauf
von Tumorerkrankungen und eine mogliche Resistenzentwicklung besser vorherzusagen

und somit die Therapie der Patienten zu optimieren.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungen
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DNA
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,threshold cycle”
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4’, 6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
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Desoxyribonukleosidtriphosphat(e)
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Dithiothreitol

,enhanced chemiluminescence”
Ethylendiamintetraacetat
Ostrogenrezeptor
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eventuell

»fluorescent activated cell sorting”
Fédération Internationale de Gynécologie et d Obstétrique
fotales Kalberserum
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Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
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Tabelle 8-1: pTNM-Klassifikation und FIGO-Stadien des Ovarialkarzinoms

pTNM-Kategorien

FIGO-Stadien

Erlduterungen

pTx Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO kein Anhalt fiir Primartumor
pT1 | Tumor begrenzt auf Ovarien
Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel
T1a A intakt; kein Tumor auf Oberflache des
P Ovars; keine malignen Zellen in Aszites
oder bei Peritonealspilung
Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel
intakt; kein Tumor auf Oberflache der
pTlb 1B . . . . .
Ovarien; keine malignen Zellen in Aszites
oder Peritonealspilung
Tumor begrenzt auf ein oder beide
Tic I Ovarien mit Kapselruptur; Tumor an
P Ovaroberflache oder malignen Zellen in
Aszites o. Peritonealspilung
Tumor befallt ein oder beide Ovarien und
pT2 I RV
breitet sich im Becken aus
pT2a 1A Ausbreitung auf Uterus und Tuben
pT2b 1B Infiltration anderer Beckenorgane
wie IIA/ 1B, aber mit Tumor an
pT2c IIC peritonealer Oberflache u./o. malignen
Zellen in Aszites o. Peritonealspllung
Tumor beféllt ein o. beide Ovarien, mit
mikrosk. nach- gewiesenen
pT3 und/oder pN1 1] Peritonealmetastasen auBerhalb des
Beckens u./o. regionire
Lymphknotenmetastasen
pT3a A mikrosk. Peritonealmetastasen jenseits
des Beckens
makrosk. Peritonealmetastasen jenseits
pT3b 1B des Beckens
<2cm
makrosk. Peritonealmetastasen jenseits
pT3c Hc des Beckens I
>2 cm; u./o. regiondre
Lymphknotenmetastasen
pN-Regiondre Lymphknoten
Nx regiondre Lymphknoten kénnen nicht
P beurteilt werden
pNO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
pN1 regiondre Lymphknotenmetastasen
pM-Fernmetastasen
Fermetastasen kénnen nicht beurteilt
pMx
werden
pMO keine Fernmetastasen
Fernmetastasen (ausschlieRlich
pM1 I\ Peritonealmetastasen)
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Tabelle 8-2: Zusammenfassung der molekularen Daten und einiger klinischer Parameter

Fall-  SNP SNP SNP SNP SNP p53- p53- ER- rez.fr. ges.
Nr. 309 31112 31274 31826 34091 Mut. Expr. Status ULz ULz
2 TG T GG GG AA nein nein ja 22,0 109,2
3 TG T GG GG AA ja ja ja 49,8 65,8
4 TG CcT AG AG AC ja ja ja 12,0 46,9
5 T GG GG nein nein ja 101,1 101,1
6 TG CT AG AG AC nein nein ja 31,8 64,4
7 TT TT GG GG AA ja nein nein 46,3
8 TG CcC AA AG CcC ja nein nein 95,6
9 TG AC ja nein nein 21,0 100,3
10 TT CT AG AG AC nein nein nein 42,3 99,9
11 TG CT AG AG AC nein nein ja 14,3 38,4
12 TT CcC AA AC nein nein nein 90,5 90,5
13 TT TT GG GG AA nein ja nein 16,9 16,9
14 T cc AA AA AA nein ja nein 11,5 11,5
15 TT T GG GG AC ja nein nein 0,1
16 TG CcC AA AC nein nein nein 41,7 46,7
17 nein ja ja 33,9 63,1
18 TG CcT AG AG AC nein ja nein 16,1 46,8
20 T T GG GG AA ja nein ja 14,4 45,4
21 TT TT GG GG AA nein nein nein 90,8
22 TG CT AG AG AC nein nein ja 55,1
23 nein ja nein 3,9 6,7
24 TG CcT GG GG AA ja ja ja 23,5 81,8
25 TG CT AG AG AC nein nein ja 6,6 11,9
26 TG CcT AG AG AC nein ja nein 85,8 85,8
27 TG CcT GG AA ja nein ja 8,7 12,6
28 GG CcT AG AG AC nein ja ja 7,9 7,9
29 TG CcC AA AG CC nein nein nein 84,7 84,7
30 GG AC nein ja nein 5,5 22,8
32 T T GG GG AA ja ja ja 13,6 17,4
33 TG CcT AA AA AC ja ja nein 36,0 79,9
34 TG T GG GG AA ja ja nein 19,1 43,3
35 GG CT GG GG AA nein nein nein 1,5
36 TG CT AG AC nein nein ja 76,9 76,9
37 TT CC AA AA AC ja nein nein 43,0 70,5
38 TG CT AG AG AC nein nein nein 74,2
39 TG T GG GG AA ja ja ja 4,8 20,6
40 GG T GG GG ja ja nein 58,8 72,67
41 TG CcT AG AG AA ja ja nein 42,6 68,2
42 TG T GG GG AA ja ja ja 10,3 10,3
43 TG CT AG AG AC ja nein ja 7,9 62,9
44 TT CT AG AG AC nein nein ja 47,4
45 GG T GG GG AA ja ja nein 28,2 55,1
46 T cc AA AG AC nein ja nein 25,4 69,1
47 T T GG GG AA ja ja ja 0,7
49 GG T GG GG AA nein ja nein 0
50 TG T GG GG nein ja ja 7,5 19,4
51 TG TT GG GG AA nein nein ja 14,1 36,4
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Fall-  SNP SNP SNP SNP SNP p53- p53- ER- rez.fr ges.
Nr. 309 31112 31274 31826 34091 Mut. Expr.  Status ULz ULz
53 TG T GG GG AA nein nein nein 61,9 61,9
55 T T GG GG AA nein ja ja 62,9 62,9
56 TG CT AG AG AC nein nein nein 4,1 4,1
57 T T GG GG AA nein ja ja 34,6 43,2
58 T T GG GG AA nein ja nein 7,8 21,7
59 T CcT GG GG AA ja ja nein 12,5 37,6
60 GG T GG GG AA ja ja nein 12,2 17,0
61 T cT AG AG AC ja nein nein 58,5
62 TG CcT AG AC nein ja ja 14,8
63 T T GG GG AA nein ja ja 43,2 55,4
64 T T GG GG AA ja ja ja 21,9 24,0
65 TT TT GG GG AA nein nein ja 52,6 54,5
66 GG CT AG AG AC nein nein nein 24,9 54,3
67 TT TT GG GG AC ja nein nein 63,7 63,7
68 TG CcT AG AG AC ja nein ja 12,1 19,1
69 TG T GG GG AA ja ja ja 21,2 34,2
70 T CcT AG AG AC nein nein ja 4,5 48,1
71 TG TT GG GG AA nein nein ja 4,3 32,0
72 TT TT GG GG AA nein nein ja 15,9 56,9
73 TG CT AG AG AC nein nein ja 3,8 50,5
74 T CcT AG AG AA nein ja ja 51,6 51,6
75 TG CT AG AG nein ja nein 41,2 41,2
76 TG CcT AG AG AC ja ja nein 18,4 33,5
77 TT AA AA nein nein ja 2,4 2,4
78 TG CcT AG AG AC ja nein ja 11,3 43,3
79 TG CT AG AG AC ja ja ja 14,6 47,9
80 TG T GG GG AA ja ja ja 31,6 52,6
81 TG TT GG GG AA ja nein nein 4,3 7,6
82 T T GG AA nein ja ja 4,8 4,8
84 TG CcT AG AG AC ja nein ja 7,2 22,3
86 T T AG AA ja nein ja 48,2 52,1
87 T T GG GG AA nein ja ja 46,3
88 TG CcT AG AG AC nein nein ja 26,3 45,4
90 TG CT AG AG AC nein nein ja 46,7
91 TG CcT AG AG AA ja nein nein 14,7 34,1
93 TG TT GG AA AC nein nein nein 42,6
94 TG T GG GG AA nein ja ja 21,6 36,7
95 TG TT AC nein nein ja 5,7 38,4
96 T cc GG GG AC nein ja ja 4,0 4,0
97 TT TT GG GG AA nein nein nein 22,1 33,6
98 TG T GG GG AA ja ja nein 13,1 32,7
99 TG TT GG GG AA ja nein nein 11,2 35,5
100 TT TT GG GG AA nein nein nein 31,3
101 TG T GG GG AA nein ja ja 5,7 8,2
102 TG AG AA AA nein ja ja 19,1 34,2
103 T CcT AG GG AC nein nein ja

105 T T GG GG AA nein ja nein 6,3 6,3
106 TG T GG AG AC ja nein ja 29,3 29,3
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Fall-  SNP SNP SNP SNP SNP p53- p53- ER- rez.fr. ges.
Nr. 309 31112 31274 31826 34091 Mut. Expr.  Status ULz uLz
107 T T GG GG AA nein ja ja 9,7 13,7
108 TG AA nein ja ja 6,4 6,4
109 TG T GG GG AA ja ja nein 30,4
110 T T GG GG AA ja ja nein 2,6
111 TG T GG AA ja nein ja 17,9 20,5
112 CcT AG AG nein ja ja 20,7
113 TG T GG GG AA nein ja ja 15,5 15,5
114 TT CcT AG AG AC nein ja nein 6,0 11,3
115 T CcT AG AG AA ja ja ja 11,6 11,6
116 T CcT AG AG AA ja nein ja 11,3 11,3
117 T cc GG AG AA nein ja ja 8,3 10,1
118 T CcT AG AG AC ja ja ja 10 10
123 TG TT GG GG AA nein nein ja 0,4 0,4
124 T T GG GG AA ja ja ja 6,0 6,0
125 T CcT AG AG AA ja ja ja

126 TG T GG GG AA ja nein ja

127 T T GG GG AA ja ja nein 7,1 7,1
128 TT CT AG AG AA nein nein nein 4,4 4,4
129 T CcT AG AG AA ja ja ja 3,1 3,1
130 TT TT GG GG AA nein nein ja 3,9 3,9
131 TG T GG GG AA ja ja ja 5,5 5,5
135 GG CcC AG AA AC nein nein ja 3,3 3,3
136 cc AG AA AC ja ja ja 4,4 4,4

p53-Mut. — p53-Mutationsstatus; p53-Expr. — p53-Expressionsstatus; ER-Status — Expressionstatus des
Ostrogenrezeptor im Tumor; rez.fr. ULZ — rezidivfreie Uberlebenszeit in Monaten; ges ULZ — Gesamt-
Uberlebenszeit in Monaten
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