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Referat

Das Ovarialkarzinom ist die funfthaufigste Krebserkrankung der Frau. Trotz
verbesserter Therapien weist es auch heute noch die héchste Sterberate unter allen
gynakologischen Tumoren auf. MDM2 und MDMX (MDM4) wurden als Onkogene
identifiziert, die das Tumorsuppressorgen p53 binden und seine transkriptionelle
Aktivitat beeinflussen. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass Veranderungen im
MDM2-Gen den p53-Signalweg abschwéachen und die Tumorenstehung beeinflussen.
Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zu MDM2 war es das Ziel dieser Arbeit, den
Einfluss von Einzelnukleotidpolymorphismen im MDMX-Gen auf die Entstehung und
den Krankheitsverlauf von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom zu untersuchen.
Mittels Real-time PCR wurden die SNPs rs3789052 (SNP9518), rs1563828
(SNP31826) und rs4252697 (SNP16620) an einem Kollektiv von 108
Ovarialkarzinompatientinnen analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass SNPs einen
signifikanten Einfluss auf das Erkrankungsalter und die Uberlebenszeit der
Patientinnen besitzen. Frauen mit dem SNP9518 (rs3789052) erkranken 10 Jahre
friher, wenn sie homozygot fiir das C-Allel sind. Dieser Unterschied besteht nur in der
Gruppe der Tumoren ohne ER-Expression (p=0,046). Ein &hnliches Ergebnis konnte
auch fur den SNP16620 (rs4252697) gezeigt werden. Patientinnen mit C/C-Genotyp
und Tumoren ohne ER-Expression erkrankten 5,7 Jahre friher als Frauen, deren
Tumoren einen Ostrogenrezeptor exprimieren (p=0,022). Fur den SNP31826
(rs1563828) wurde flur Patientinnen mit homozygotem Minor-Allel ein 5 Jahre friiheres
Erkrankungsalter ermittelt (p=0,087). Zusatzlich zeigte sich, dass Frauen mit
SNP16620 (rs4252697) und homozygotem C-Allel 22 Monate langer Uberleben als
Frauen mit mindestens einem T-Allel (p=0,027). Ebenfalls wurde fir Patientinnen mit
dem SNP31826 (rs1563828) und homozygotem Minor-Allel eine 24 Monate langere
Uberlebenszeit nachgewiesen, verglichen mit Patientinnen, die einen G/G-Genotyp
aufwiesen (p=0,05). Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass SNPs im MDMX-Gen mit
einer Abschwachung des p53-Signalwegss assoziiert sind und sowohl die
Tumorentstehung, als auch den Krankheitsverlauf bei Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom signifikant beeinflussen. Zusatzlich gibt es Hinweise, dass die

Tumorentstehung in Abhangigkeit von der Ostrogenrezeptorexpression moduliert wird.

Pempe, Christina: Analyse von Polymorphismen im MDMX-Gen und deren Einfluss auf
die Entstehung und Progression von Ovarialkarzinomen.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2012
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Kapitel 1 Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Ovarialkarzinom

In Deutschland erkrankten 2004 etwa 10.000 Frauen an einem Ovarialkarzinom. Damit
steht es, mit einem Anteil von 4,9%, an funfter Stelle aller malignen Tumoren der Frau
und ist nach dem Endometriumkarzinom der zweithaufigste weibliche Genitaltumor
(Robert-Koch Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2008). Mit zunehmendem Alter steigt das Erkrankungsrisiko und
zeigt einen Haufigkeitsgipfel nach der Menopause. Das durchschschnittliche
Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren. Maligne Ovarialtumoren besitzen von allen
gynakologischen Tumorerkrankungen die hochste Mortalitat und weisen eine 5-Jahres-
Gesamtlberlebensrate von etwa 40% auf (Tumorregister Minchen, 2011). Weltweit
bestehen grofRe Unterschiede zwischen den Kontinenten. Hohe Inzidenzraten finden
sich in Nordamerika und Westeuropa, wahrend in Japan und in den

Entwicklungslandern die Inzidenz geringer ist (Pisani et al., 2002).

1.1.1 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist weitgehend ungeklart. Es wird vermutet, dass
reproduktive Faktoren eine wesentliche Rolle spielen. Wichtige Risikofaktoren fir die
Tumorentstehung sind familiare Belastung, Kinderlosigkeit, Infertilitat, frihe Menarche
und spate Menopause. Protektiv hingegen wirken Schwangerschaft, Stillen, orale
Kontrazeptiva und Sterilisation (Riman et al., 2004). Hieraus ergeben sich zwei
wesentliche Hypothesen zur Entstehung des epithelialen Ovarialkarzinoms:

1. Infolge standiger Ovulationen kommt es zu Mikrotraumen und
Reparaturvorgangen an der epithelialen Ovaroberflache. In dessen Folge steigt
das Risiko fir Zellmutationen und Neoplasie (Fathalla, 1971).

2. Hohe Gonadotropinwerte stimulieren das ovarielle Stroma und fiihren zu
erhohten Ostrogenwerten, die die epitheliale Proliferation und maligne
Zelltransformation férdern (Cramer und Welch, 1983).

Basierend auf molekulargenetischen und morphologischen Studien entwickelten Shih
und Kurman ein Modell, das zwei Mechanismen der Tumorentstehung unterscheidet
(Shih und Kurman, 2004; Abb. 1). Tumoren vom Typ | werden als low-grade
Karzinome charakterisiert und entwickeln sich schrittweise aus Zystadenomen und
Adenofibromen. Sie weisen ein langsames Tumorwachstum auf und befinden sich zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung in einem frihen klinischen Stadium (Shih und Kurman,

2004). 60% der low-grade Karzinome besitzen aktivierende Mutationen in den
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Onkogenen BRAF oder KRAS, welche in high-grade Karzinomen kaum zu finden sind
(Singer et al.,, 2005). BRAF und KRAS aktivieren Uber eine Signalkaskade die
Zielkinasen MAPK und ERK (Robinson und Cobb, 1997), die fur die Transmission von
Wachstumssignalen in den Zellkern verantwortlich sind. Tumoren vom Typ Il werden
als high-grade Karzinome bezeichnet und betreffen 75% der epithelialen
Ovarialtumoren. In diesen Tumoren finden sich hauptsachlich Mutationen in den
Tumorsuppressorgenen p53 und BRCAL/2 (Shaw et al., 2002; Shih und Kurman 2004;
Press et al.,, 2008). High-grade Karzinome wachsen schnell und aggressiv, zeigen
keine nachweisbaren Vorlauferlasionen und befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnose
meistens in einem fortgeschrittenen klinischen Stadium mit Metastasierung (Shih und
Kurman, 2004).

Type | pathway

- 25% of serous carcinoma

- Frequent BRAF/ KRAS mutations
- Low cellular proliferation

>- Indolent, slow progression

- Micropapillary architecture

Serous cystadenoma
b
Low-grade serous/
Ovarian surface cargcinoma
epithelium/ inclusions y/
\

\b Conventional high-grade

serous carcinoma

3 - 75% of serous carcinoma

Type Il pathway 3 " - Frequent p53 mutations

- High cellular profileration
- Agressive, rapid progression
- Solid nests and masses

Abb. 1. Schematisches Modell zur Entstehung des serdsen Ovarialkarzinoms
(modifiziert nach Shih und Kurman, 2004)

High-grade Karzinome zeigen ein aggressives Wachstum ohne nachweisbare
Vorlauferlasionen. Es finden sich haufig Mutationen in den Tumorsuppressorgenen p53
und BRCA1/2. Demgegeniiber weisen low-grade Karzinome ein langsames
Tumorwachstum auf. Sie entwickeln sich aus Zystadenomen und besitzen aktivierende
Muationen in den Onkogenen BRAF/KRAS.

In Deutschland erkranken etwa 1% aller Frauen in ihrem Leben an einem
Ovarialkarzinom (Friedl und Propping, 2010). Die familiare Disposition stellt dabei
einen weiteren Risikofaktor fur die Entwicklung des Tumors dar (Amos und Struewing,
1993). In 5-10% aller epithelialen Ovarialkarzinome finden sich genetische
Verédnderungen in den Genen BRCA1 (Chromosom 17g21) und BRCA2 (Chromosom

2
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13912), deren Genprodukte an den zellularen DNA-Reparaturmechanismen beteiligt
sind (Welcsh und King, 2001). Das kumulative Risiko, im Alter von 70 Jahren an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, betragt fir BRCA2 Mutationen 40% und fir BRCAL
Mutationen 18% (Chen und Parmigiani, 2007). Insgesamt ist das Risiko an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken fir Patientinnen mit familidarer Disposition 20-fach héher
als in der Normalbevoélkerung. Ein weiterer Risikofaktor besteht fir weibliche

Angehorige aus Familien mit hereditaren nichtpolypésen Darmkarzinomen (HNPCC).

1.1.2 Histologie

Die histologische Einteilung der Ovarialkarzinome erfolgt auf Grundlage der aktuellen
WHO-Klassifikation. Demnach kénnen sie in epitheliale Tumoren, Keimstrang-Stroma-
Tumoren und Keimzelltumoren unterteilt werden (Tavassoli und Devilee, 2003).
Karzinome, die vom Oberflachenepithel des Ovars ausgehen, sind fur etwa 90% der
malignen Ovarialtumoren verantwortlich (Stalsberg et al., 1988). Die wichtigsten
histologischen Typen sind das serdse (30-70%), das muzindse (5-20%) und das
endometroide (10-20%) Ovarialkarzinom (Rosen et al., 2009). Wesentlich seltener
werden Klarzell-, Ubergangszell- oder undifferenzierte Karzinome beobachtet.
Ovarialkarzinome breiten sich frih intraabdominal aus, wobei eine Metastasierung
bevorzugt in das Omentum majus und das Peritoneum erfolgt. Zusatzlich wird eine
lymphatische Tumorausbreitung in die pelvinen und paraaortalen Lymphknoten
beobachtet. Hamatogene Metastasen sind selten und treten in der Regel erst in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien auf (Bocker et al,, 2008). Klinisch und
morphologisch lassen sich Borderline-Tumoren von den maligen Ovarialkarzinomen
abgrenzen. 5-10% aller epithelialen Neubildungen sind Borderline-Tumoren. Sie sind
histologisch definiert durch eine verstarkte atypische Epithelproliferation mit erhdhter
Mitosezahl und nuklearer Atypie, aber ohne destruierende Stromainfiltration (Prat,
2004). Das Erkrankungsalter liegt bei 45 Jahren und etwa 10 Jahre unter dem
invasiver Ovarialkarzinome. Mit wenigen Ausnahmen ist die Prognose fiir Patientinnen

mit einem Borderline-Tumor bei entsprechender Therapie positiv (Harris et al., 1992).

1.1.3 Klinik und Diagnhose

Das Ovarialkarzinom bleibt in der Regel lange symptomlos, so dass 70% der Tumoren
erst in einem fortgeschrittenen Stadium, FIGO llIC-IV, diagnostiziert werden (Landis et
al., 1999). Die 5-Jahresuiberlebensrate der Patientinnen betragt in diesen Stadien
lediglich 20-30% (Tumorregister Minchen, 2011) und kann als wesentlicher Grund fur

die niedrige Gesamtiberlebensrate von etwa 40% angesehen werden (Hdgberg et al.,
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1993). Anamnestisch berichten viele Patientinnen Uber unspezifische gastrointestinale
Symptome wie Bauchschmerzen, Véllegefiihl, Obstipation, Ubelkeit und Erbrechen,
sowie Uber einen Gewichtsverlust bei gleichzeitiger Zunahme des Bauchumfanges.
Zusatzlich kdnnen urologische Beschwerden wie Pollakisurie oder eine zunehmende
Harninkontinenz bestehen (Kreienberg, 2009). Akute abdominale Schmerzen kénnen
durch groRBe Ovarialtumoren verursacht werden oder durch Verwachsungen des
Tumors im kleinen Becken entstehen (Kreienberg, 2009). Neben der Klinischen
bimanuellen Palpation hat die transvaginale Sonographie den héchsten Stellenwert in
der Diagnostik des Ovarialkarzinoms (Die Deutsche Gesellschaft fur Gynakologie und
Geburtshilfe, 2010). Weitere bildgebende Verfahren (zum Beispiel MRT, CT, PET)
werden additiv zur sonographischen Untersuchung eingesetzt und haben ihre
Bedeutung im praoperativen Staging und in der Rezidivdiagnostik. Das
tumorassoziierte Antigen CA-125 ist im Serum bei Uber 80% der Patientinnen mit
einem epithelialen Ovarialkarzinom erhoht (Bast et al., 1983). Jedoch finden sich
erhohte CA-125 Werte auch bei einer Vielzahl anderer Malignome, wie Mamma-,
Endometrium-, Zervix-, Bronchial- und Kolonkarzinome, sowie bei benignen
gynakologischen Erkrankungen (Sjovall et al., 2002; Moss et al., 2005). Aufgrund der
geringen Spezifitat und Sensitivitat kann der Tumormarker CA-125 nicht als
diagnostisches Mittel herangezogen werden, sondern hat seinen Stellenwert in der
Rezidiverkennung und der Therapieerfolgskontrolle (Helzlsouer et al., 1993; Riedinger
et al.,, 2008). Fur ein generelles Screening sind die im Moment zur Verfligung
stehenden Methoden nicht geeignet (Bast, 2003; Fields und Chevlen, 2006; van Nagell
et al., 2007).

1.1.4 Prognosefaktoren

Die Prognose wird wesentlich durch klinische Faktoren wie Stadium der Erkrankung,
Tumorgrading und dem postoperativ verbliebenen Tumorrest bestimmt. Weitere
wichtige Faktoren fiir das Uberleben der Patientinnen sind das Lebensalter und der
praoperative Allgemeinzustand (Die Deutsche Gesellschaft flir Gynakologie und
Geburtshilfe, 2010). Von prognostischer Relevanz ist ebenfalls der histologische
Subtyp. Dabei haben klarzellige und muzindse Ovarialtumoren eine unglinstigere
Prognose als sertspapillare und endometroide Karzinome. Zuséatzlich entwickeln sie
haufiger eine Resistenz auf platinhaltige Chemotherapeutika (Malkasian et al., 1984;
Goff et al., 1996; Hess et al., 2004; Hornung et al., 2004). Das Tumorstadium zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung hat eine zentrale prognostische Bedeutung fir das

Ovarialkarzinom (Brun et al., 2000). Die klinische Stadieneinteilung des
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Ovarialkarzinoms erfolgt nach der Fédération Internationale de Gynécologie et
d'Obstétrique (FIGO) (siehe Tab. 12). 23% der Ovarialtumoren werden im Stadium
FIGO | diagnostiziert (Tumorregister Minchen, 2011) (Abb. 2), welches eine 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von etwa 90% aufweist (Chung et al., 2007). Die
Mehrzahl der Patientinnen befinden sich jedoch zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in
einem fortgeschrittenenen Tumorstadium, FIGO IIC-IV, das mit einem deutlich
schlechteren Uberleben von unter 30% verbunden ist (Tumorregister Miinchen, 2011)
(Abb. 2).
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Abb. 2: Relatives Uberleben in Abhangigkeit vom Tumorstadium (aus dem

Tumorregister Minchen, 2011)

Dargestellt ist das relative Uberleben von Ovarialkarzinompatientinnen in Abhangigkeit
vom Tumorstadium (FIGO). Die graue Linie bezeichnet Patientinnen ohne Auswertung
zum Tumorstadium (12,7% von 4139). Die Ubrigen Prozentangaben beziehen sich auf
n=3614.

Der postoperative Tumorrest bestimmt wesentlich die Prognose beim fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom (Griffiths, 1975; Bertelsen, 1990; Le et al., 1997). Er ist derzeit der
einzige Prognosefaktor, der sich effektiv beeinflussen lasst. Die beste Prognose
besitzen Patientinnen ohne nachweisbaren postoperativen Tumorrest (Peiretti et al.,

2010; Wimberger et al., 2010). Jedoch weisen auch Patientinnen mit einem

5




Kapitel 1 Einleitung

verbliebenen Residualtumor unter 1 cm ein deutlich besseres Gesamtiberleben auf,
als Patientinnen mit einem grélReren Tumorrest (Hoskins et al., 1994; Bolis et al.,
1996). In einer groRen Metaanalyse von Bristow et al. konnte gezeigt werden, dass
eine Steigerung der Tumorreduktionsrate um 10%, zu einer Verlangerung des
Gesamtiiberlebens von 5,5% fuhrt (Bristow et al., 2002). Das histologische Grading ist
hauptséachlich in den frihen klinischen Stadien von relevanter Bedeutung (Dembo et
al., 1990; Villa et al., 1998), wahrend der prognostische Wert beim fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom widersprichlich ist. Eine mdgliche Ursache wird hierbei im fehlenden
internationalen Standard zum Grading des Ovarialkarzinoms gesehen (Silverberg,
2000). Weitere prognostische Faktoren, die zu einer Verbesserung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiihren, sind das Lebensalter bei Erstdiagnose und der
préoperative Allgemeinzustand (Swenerton et al., 1985). In einer groRen Metaanalyse
konnte gezeigt werden, dass Patientinnen tber 69 Jahre, unabh&ngig von Stadium,
Resttumor und Allgemeinzustand, eine signifikant schlechtere Prognose aufweisen als
jungere Patientinnen (Thigpen et al., 1993).

1.1.5 Therapie

Die Standardtherapie des Ovarialkarzinoms besteht aus radikaler Operation mit
Entfernung aller makroskopisch erkennbaren Tumoranteile und einer anschliel3enden
Chemotherapie. Wahrend der Operation ist die chirurgische Exploration fir die
Festlegung des Stadiums und die Entscheidung Uber eine adjuvante Chemotherapie
bedeutsam (Die Deutsche Gesellschaft fur Gynékologie und Geburtshilfe, 2010). In
den Fruhstadien (FIGO I-1IA) haben Ovarialkarzinome eine gute Prognose, und haufig
kann allein durch Operation (FIGO I|A) oder durch Operation und adjuvante
Chemotherapie eine dauerhafte Heilung erreicht werden. Voraussetzung ist ein
adaguates und komplettes chirurgisches Staging. Nach verschiedenen Studien kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass bei etwa 30% der untersuchten Patientinnen
mit einem initial diagnostiziertem Friihstadium im Rahmen einer Zweitlaparotomie ein
Up-grading vorgenommen werden muss (Young et al., 1983; Schueler et al., 1998). In
einem fortgeschrittenen Tumorstadium (FIGO IIB-IV) sollte eine maximale
Tumorreduktion wahrend der Priméaroperation angestrebt werden, da hierdurch das
Uberleben der Patientinnen signifikant verbessert werden kann (Bristow et al., 2002;
Die Deutsche Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe, 2010). Nach der
operativen Tumorentfernung wird eine adjuvante Chemotherapie mit einer
platinhaltigen Verbindung und Paclitaxel durchgefihrt (Du Bois et al., 2005; Die
Deutsche Gesellschaft fur Gynékologie und Geburtshilfe, 2010). Trotz adaquater
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Primartherapie erleidet ein Grof3teil der Patientinnen nach einem krankheitsfreien
Intervall ein Tumorrezidiv. Die Rezidive werden nach dem Zeitpunkt ihres Auftretens in
Fruhrezidive (< 6 Monate platinfreie Zeit) und Spatrezidive (> 6 Monate platinfreie Zeit)
eingeteilt (Herzog und Pothuri, 2006). Im Unterschied zum prognostisch ungtinstigeren
FrUhrezidiv profitieren Patientinnen mit einem Spatrezidiv von einer sekundaren
Operation (Janicke et al., 1992) und einer platinhaltigen Reinduktions-Chemotherapie
(Markman et al., 1991). Dabei steigt die Chance, erneut tumorfrei zu bleiben, mit der
Lange des klinischen Remissionsintervalls. Im Gegensatz dazu, ist eine weitere
Operation beim Fruhrezidiv nicht sinnvoll, da hierdurch keine Lebensverlangerung
erreicht werden kann (Schmalfeldt, 2009). Zuséatzlich besteht bei diesen Patientinnen
haufig eine platinrefraktare Situation, so dass in diesen Féallen eine gut vertragliche
Zweitlinienchemotherapie mit Etoposid, Paclitaxel, Topotecan, Gemcitabin oder
verschiedenen Alkylanzien in Betracht gezogen werden kann. Die Prognose ingesamt
wird dabei jedoch kaum verbessert (Markman und Bookman, 2000).

1.2 Der Tumorsuppressor p53

Der humane Tumorsuppressor p53 reguliert als potenter Transkriptionsfaktor nach
DNA-Schadigung die Expression von Genen, die an der Zellzykluskontrolle, der DNA-
Reparatur oder der Einleitung der Apoptose beteiligt sind (Vogelstein et al., 2000).
Diese Eigenschaft fuhrt dazu, dass p53 in der Literatur auch als ,Wachter des
Genoms* bezeichnet wird (Lane, 1992). Mutationen und Funktionsverlust des Proteins
sind eng mit der Entstehung maligner Tumoren assoziiert. Im Jahr 1990 wurde
deutlich, dass ein Verlust der Tumorsuppressorfunktion von p53 fur die seltene
Erbkrankheit, dem Li-Fraumeni-Syndrom, verantwortlich ist. Die Betroffenen besitzen
ein ererbtes mutiertes Allel des p53-Gens, das andere Allel ist intakt. Durch zuséatzliche
Mutation des Wildtyp-Allels entwickeln Patienten bereits im Kindes- und frithen
Erwachsenenalter multiple Tumoren (Malkin et al., 1990). Mutationen des p53-Gens
kénnen in Uber 50% der menschlichen Tumoren nachgewiesen werden (Vogelstein et
al., 2000). Zusatzlich erhéhen Veranderungen im p53-Gen das Risiko, dass Karzinome
auf konventionelle Radio- und Chemotherapie eine Resistenz entwickeln (Lee und
Bernstein, 1993; Mueller und Eppenberger, 1996). Neben seiner Schlisselfunktion in
der Tumorsuppression férdert p53 auch die Blastozystenimplantation, indem es die
Expression eines Leukemia inhibitory factor (LIF) im Uterus induziert (Stewart et al.,
1992; Hu et al.,, 2007b). Intrauterin wurden in p53-negativen Mausen niedrigere
Konzentrationen an LIF gemessen, als in p53-positiven Mausen. Dadurch kommt es zu

einer erniedrigten Implantations- und Fertilitatsrate in p53-negativen Mausen (Hu et al.,
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2007b). Diese Erkenntnisse konnten auch auf den Bereich der menschlichen

Reproduktion Ubertragen werden (Kaang et al., 2009).

1.3 MDM2 und MDMX: Regulatoren des Tumorsuppressors p53

1.3.1 Das MDM2-Protein

Das ,murine double minute 2-Gen wurde urspringlich in spontan transformierten 3T3
Maus-Zelllinien entdeckt (Fakharzadeh et al., 1991), wobei eine Uberexpression des
MDM2-Genproduktes als Ursache fur die Zelltransformation beschrieben wurde
(Canhilly-Snyder et al., 1987; Fakharzadeh et al., 1991). Im Jahr 1992 wurde das
dazugehoérige humane MDM2-Gen auf Chromosom 12q13-14 identifiziert (Oliner et al.,
1992). Das MDM2-Protein bindet an das Tumorsuppressorgen p53 und blockiert die
p53-vermittelte Transaktivierung (Momand et al., 1992). Da p53 wiederum die
Transkription des  MDM2-Gens  aktiviert, bildet sich ein  negativer
Ruckkopplungsmechanismus, der beide Proteine auf einem niedrigen Niveau halt (Wu
et al.,, 1993). Mit Hilfe der RING-Finger-Domane am C-terminalen Ende fungiert das
MDM2-Protein als E3-Ubiquitin Ligase und besitzt die Fahigkeit, p53 zu binden und zu
ubiquitinieren (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). Es konnte gezeigt werden,
dass eine hohere Anzahl an Ubiquitin-Molekilen notwendig ist, um p53 effizient
degradieren zu konnen. Dabei ist die Fahigkeit zur Mono- oder Polyubiquitinierung
abhéngig von der MDM2-Proteinexpression. Geringe MDM2-Proteinmengen fiihren zu
einer Monoubiquitinierung des p53-Proteins, wahrend groRe MDM2-Proteinmengen
eine Polyubiquitinierung bewirken (Li et al., 2003). AuRerdem kann MDM2 sich selbst
ubiquitinieren und seinen eigenen Abbau induzieren (Fang et al., 2000). Es konnte
gezeigt werden, dass DNA-Schaden und Stresssignale eine posttranslationale
Modifikation von p53 bewirken. Nachfolgend ist eine Interaktion mit MDM2 nicht mehr
mdglich, so dass das p53-Protein in der Zelle akkumuliert (lwakuma und Lozano,
2003). Des Weiteren katalysiert MDM2 den Transport von p53 aus dem Zellkern in das
Zytoplasma, um die Degradierung des Tumorsuppressors einzuleiten (Tao und Levine,
1999).

1.3.2 MDM2 als Onkogen

In 50% der menschlichen Tumoren ist p53 durch Genmutation inaktiviert. In vielen
anderen Tumoren mit Wildtyp p53-Gen, ist die Funktion durch Alterationen im p53-
Signalweg gestort (Vogelstein et al., 2000). Das MDM2-Onkogen ist ein wichtiger

negativer Regulator des p53-Proteins. In gesunden Zellen befinden sich MDM2 und
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p53 in einem natirlichen und fein tarierten Gleichgewicht, das durch komplexe
Mechanismen und Mediatoren reguliert und aufrecht erhalten wird (Wu et al., 1993).
Bereits geringe Anderungen der MDM2-Proteinexpression, hervorgerufen
beispielsweise durch Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism
[SNPs]), kdnnen das sensible Gleichgewicht storen (Bond et al., 2004). In knock-out
Mausen konnte gezeigt werden, dass ein Verlust an MDM2 mit einer hohen
embryonalen Letalitat verbunden ist, vermutlich weil in ihren Zellen die p53-vermittelte
Apoptose induziert wird. Im Gegensatz dazu Uberlebten Mause mit einem zusatzlichen
Verlust von p53 (Doppelknockout) und zeigten eine normale Entwicklung (Jones et al.,
1995). Zelluntersuchungen ergaben, dass stark erniedrigte MDM2-Proteinlevel mit
einer erhohten p53-Transkription und Apoptoseinduktion verbunden sind, wahrend eine
moderate Erniedrigung an MDM2 suppressiv auf die Tumorentstehung wirkt (Mendrysa
et al., 2006; Poyurovsky und Prives, 2006). Fir eine Uberexpression von MDM2
konnte gezeigt werden, dass die Wildtyp p53-Funktion ohne genetische Mutation
inaktiviert werden kann (Chen et al.,, 1996). In diesem Fall ist die Wirkung der
Uberexpression gleichzusetzen mit einem Verlust von p53 (Oliner et al., 1992). Mause
mit Uberexprimierten MDM2-Protein entwickelten Uberdurchschnittlich viele Tumoren,
vor allem solche, die auch in p53-mutierten Mausen identifiziert wurden (Toledo und
Wahl, 2006). Untersuchungen zum Einfluss der MDM2-Uberexpression auf das
Gesamtiiberleben konnten nachweisen, dass eine MDM2-Uberexpression in
Weichteilsarkomen, lymphatischen Leukdmien und in Gliomen mit einer schlechten
klinischen Prognose assoziiert ist. Andere Arbeiten zeigten jedoch fur Melanome und
kleinzellige Lungenkarzinome eine positive Korrelation zwischen einer MDM2-
Uberexpression und dem Gesamtiiberleben der Patienten (Onel und Cordon-Cardo,
2004). Eine Proteinlberexpression kann durch verschiedene Mechanismen, zum
Beispiel Erhéhung der Transkriptions- und Translationsrate, der Genamplifikation oder
durch alternative Splei3varianten erfolgen (Momand et al., 1998). Fur menschliche
Tumoren wird in der Literatur eine MDM2-Amplifikationsfrequenz von insgesamt 5-10%
angegeben (Toledo und Wahl, 2006; Hollstein und Hainaut, 2010). Die hochste
Frequenz wurde in Weichteiltumoren beobachtet (etwa 30%), wahrend flr
Ovarialkarzinome eine Haufigkeit von 3,1% angegeben wird (Momand et al., 1998).
Das Spleil3en der pra-mRNA stellt einen Feinregulationsmechanismus dar, durch den
ebenfalls die Proteinexpression reguliert werden kann. Neben der eigentlichen mRNA
konnten weitere onkogene Splei3varianten identifiziert werden, denen haufig die p53-
bindende Region fehlt (Sigalas et al., 1996; Matsomoto et al., 1998; Kraus et al., 1999).

Diese SpleiRvarianten wurden haufiger in high-grade als in low-grade Karzinomen
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gefunden (Bartel et al., 2001). Die Ergebnisse verschiedener Studien zur Prognose von
Tumoren mit SpleiRvarianten sind widersprichlich. Wahrend einige Autoren zeigten,
dass die Expression von aberranten MDM2-SpleiBvarianten bei Brust- und
Hirntumoren mit einer schlechten Prognose korreliert (Matsomoto et al., 1998; Lukas et
al.,, 2001), konnten andere Studien bei Weichteilsarkompatienten keinen

Zusammenhang herstellen (Bartel et al., 2001).

1.3.3 Das MDMX-Protein

MDMX (auch als MDM4 bezeichnet) wurde 1996 als weiteres p53-assoziertes Protein
entdeckt (Shvarts et al., 1996). Das humane MDMX-Gen ist auf Chromosom 1932
lokalisiert und kodiert fiir ein Protein aus 490 Aminosauren (Shvarts et al., 1997). Der
Vergleich der Proteinstruktur von MDMX und MDM2 zeigt strukturelle Ahnlichkeiten
(Abb. 3).

p53-binding acidic
domain HLS HES domain Zn RING
MDM? I] ‘ [
18 101 T8 182 237 288 283 331 430 486 473 482
53,6 % 419 % 53,2 %

13 102 13 235 230 332 437 465 463 483

Abb. 3: Vergleichende Darstellung des MDM2- und MDMX-Proteins (modifiziert nach
Marine und Jochemsen, 2004)

Im Gegensatz zu MDMX besitzt MDM2 ein nuclear-export-signal (NES) und ein
nuclear-localization-signal (NLS). Die N-terminale p53-Bindungsregion, das Zinkfinger-

Motiv und der Carboxy-Terminus sind konservierte Doménen.

Die am starksten konservierten Domanen sind die N-terminale p53-Bindungsregion,
das Zinkfinger-Motiv und der Carboxy-Terminus (Shvarts et al., 1996). Analog zu
MDM2, ist auch MDMX in der Lage, p53 zu binden und seine transkriptionelle Aktivitat
zu inhibieren (Shvarts et al., 1996). Jedoch kann MDMX die Stabilitat von p53
vermutlich nicht unabh&ngig von MDM2 regulieren (Francoz et al., 2006). MDMX und
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MDM?2 interagieren Uber ihre C-terminale RING-Finger-Doméane miteinander und bilden
Heterodimere. Untersuchungen ergaben, dass MDMX-MDM2 Heterodimere stabiler
sind, als ihre homo-oligomere Proteinform (Tanimura et al., 1999). Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass die RING-Finger-Domane essentiell fur die Funktion als E3-
Ubiquitin-Ligase ist (Sharp et al., 1999; Tanimura et al., 1999). Im Gegensatz zu MDM2
fungiert MDMX nicht selbst als E3-Ubiquitin-Ligase, sondern stabilisiert MDM2 und
unterstitzt dessen Ubiquitinierung von p53 (Jackson und Berberich, 2000; Stad et al.,
2000; Linares et al., 2003). Des Weiteren moduliert MDMX durch Interaktion mit MDM2
dessen Autoubiquitinierung und kann somit den Abbau von MDM2 regulieren
(Tanimura et al., 1999). Die Degradierung von MDMX selbst kann erst nach Bindung
von MDM2 an MDMX erfolgen (de Graaf et al., 2003; Pan und Chen, 2003). Im
Gegensatz zu MDM2, gibt es fur MDMX bis heute keinen Beweis, dass die
Transkription von MDMX durch zellulare Stresssignale moduliert wird. Wahrscheinlich
wird die Aktivitdt von MDMX Uber seine Proteinexpression reguliert (Marine et al.,
2006). Weitere Untersuchungen ergaben, dass sich in beiden Proteinen ein nucleolar-
localization signal (NoLS) in der RING-Finger-Domane befindet. Zusatzlich besitzt das
MDM2-Protein ein nuclear-export-signal (NES) und ein nuclear-localization-signal
(NLS), wahrend diese im MDMX-Protein nicht zu finden sind. Daraus lasst sich
ableiten, dass MDMX hauptséachlich im Zytoplasma lokalisiert ist (Li et al., 2002) und
MDM2 fiur den Transport in den Zellkern bendtigt (Migliorini et al., 2002a; Marine und
Jochemsen, 2004).

1.3.4 MDMX als Onkogen

Das humane MDMX-Gen befindet sich auf Chromosom 1932, in einer Region, die in
Karzinomen haufig amplifiziert wird (Ried et al.,, 1995; Tirkkonen et al., 1998).
Untersuchungen fir MDMX ergaben, dass ein Verlust an MDMX bei knock-out Mausen
mit einer hohen embryonalen Letalitat verbunden ist, wahrend ein zuséatzlicher Verlust
von p53 zu einer normalen Entwicklung fuhrt (Parant et al., 2001; Finch et al., 2002;
Migliorini et al., 2002b). Die Ursache fir die hohe Sterberate der Embryonen liegt in
einer verminderten Zellproliferation, welche zu einem verzégertem Wachstum und
einer p53-induzierten Apoptose des Neuroepithels fuhrt (Finch et al., 2002; Migliorini et
al., 2002b). Francoz et al. beschrieben weiterhin, dass im Gegensatz zum alleinigen
Fehlen von MDM2, ein gleichzeitiger Verlust von MDM2 und MDMX nicht mit einer
zusatzlichen Erhohung der p53-Menge verbunden ist. Daraus ergeben sich Hinweise,
dass MDMX die Stabilitdt von p53 nicht unabhéngig von MDM2 reguliert (Francoz et

al., 2006). Erstmals wurde flir humane Gliome beschrieben, dass eine gesteigerte
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MDMX-Genamplifikation und Proteinexpression ein neuer molekularer Mechanismus
ist, der ohne Mutation von p53 oder MDM2-Amplifikation zu einem Verlust des p53
kontrollierten Wachstums fuhrt (Riemenschneider et al., 1999). Eine MDMX-
ProteinUberexpression wurde insgesamt in 17,2% der Karzinome (Toledo und Wahl,
2006) und in 30% der Tumorzelllinien nachgewiesen. In allen Féllen korrelierte die
Amplifikation von MDMX mit dem Wildtyp p53-Genstatus und dem Fehlen einer
gleichzeitigen MDM2-Amplifikation (Ramos et al., 2001; Danovi et al., 2004). Zellen mit
erhohter MDMX-Proteinexpression oder Amplifikation kénnen demnach das p53-
Netzwerk weniger effizient aktivieren, um auf DNA-Schaden zu reagieren (Gilkes et al.,
2006). Die Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass MDMX bei Uberexpression
als Onkogen fungiert und die Tumorentstehung beim Menschen beeinflusst (Marine et
al., 2006). Analog zu MDM2 wurden auch fur MDMX alternative Splei3varianten
identifiziert. Im Jahr 1999 entdeckten Rallapalli et al. eine neue, Kkilrzere
Transkriptionsform, die als MDMX-S (Short-Form) bezeichnet wird. Diese besitzt im
Vergleich  zur  full-length-MDMX-Form  (f-MDMX) eine  10-fach  hQhere
Bindungskapazitat fir p53 und ist somit in der Lage, die p53-vermittelte
Transkriptionsaktivitat starker als fl-MDMX zu hemmen (Rallapalli et al., 1999). Dabei
korreliert die Menge an MDMX-S nicht mit einer Erhéhung von fl-MDMX-mRNA,
sodass eine Uberexpression von MDMX-S vermutlich unabhéngig vom Level der
MDMX-mRNA erfolgt (Mancini et al., 2009). Die Arbeitsgruppe um Bartel et al.
beschrieb fiir Weichteilsarkompatienten eine signifikant schlechtere Prognose bei
nachgewiesener erhohter MDMX-S-mRNA (Bartel et al., 2005). Interessanterweise
wurde in dieser Studie keine Assoziation zwischen MDMX-S-Uberexpression und p53-
Status gefunden, sodass fir die Funktion von MDMX-S vermutlich andere
Mechanismen notwendig sind. Eine weitere Spleivariante (MDMX-211) wurde in
Schilddrisenkarzinomen und in kleinzelligen Lungentumoren identifiziert (Giglio et al.,
2005; Prodosmo et al., 2008). Dieser Variante fehlt die komplette p53-Bindungsregion,
so dass p53 nicht von MDMX-211 gebunden werden kann. Jedoch kann MDMX-211
Uber die RING-Finger-Doméne mit MDM2 interagieren und ist in der Lage MDM2 zu
stabilisieren, um eine Degradierung von p53 einzuleiten (Giglio et al., 2005).

1.4 Genetische Polymorphismen

Als genetischer Polymorphismus wird das gleichzeitige Vorkommen verschiedener
erblicher Formen eines Merkmals bezeichnet (Grimm, 2006). Dabei sollte das
seltenere Allel in der untersuchten Population eine Frequenz von mindestens 1%

aufweisen. Bei Uber 90% aller Variationen der DNA erfolgt ein Austausch einer
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einzelnen Nukleotidbase, die als Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide
polymorphism [SNPs]) bezeichnet werden. SNPs weisen in der Bevélkerung eine
Haufigkeit von Uber 5% auf (Grimm, 2006) und kdénnen sich in kodierenden und
nichtkodierenden Bereichen des menschlichen Genoms befinden (Schaaf und
Zschocke, 2008).

1.5 Polymorphismen im p53-Signalweg

Eine Veranderung von Guanin/Cytosin fuhrt im Codon 72 des p53-Gens zu einem
Austausch der Aminosaure Arginin (Arg72) zu Prolin (Pro72) (Harris et al., 1986).
Dieser Polymorphismus befindet sich einer ,Proline-Rich“-Region, die entscheidend fur
wachstumsinhibierende Signale und die Apoptoseinduktion ist (Walker und Levine,
1996; Venot et al.,, 1998). Innerhalb verschiedener ethnischer Gruppen tritt die
Sequenzvariation mit unterschiedlicher Frequenz auf. Dabei nimmt die Haufigkeit der
Aminosaure Prolin in der Population von Nord (Schweden 17%) nach Siud (Nigeria
63%) zu (Beckman et al.,, 1994). Untersuchungen ergaben, dass die Codon-72-
Polymorphismusvarianten funktionell verschieden sind (Thomas et al., 1999). Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Arg72-Variante ein héheres apoptotisches Potential
besitzt als die Pro72-Variante (Dumont et al., 2003; Pim und Banks, 2004
Bergamaschi et al., 2006). Anhand dieser Ergebnisse wurden weiterfihrende
epidemiologische Studien durchgefiihrt, um den Einfluss des Polymorphismus auf die
Tumorentstehung zu untersuchten. Die diesbeziigliche Studienlage ist widerspruchlich.
Wahrend einige Studien belegen, dass die Pro72-Variante mit einem erhohten
Tumorrisiko assoziiert ist (Shen et al., 2002; Jones et al., 2004), beschrieben andere
Studien diesen Zusammenhang fir die Arg72-Variante (Storey et al., 1998; Zehbe et
al., 1999). Andere Arbeitsgruppen konnten fiir Patienten mit einem Codon72-
Polymorphismus kein erhdhtes Risiko nachweisen, an einem Tumor zu erkranken
(Helland et al., 1998; Hildesheim et al., 1998; Yamashita et al., 1999).

Ein weiterer Einzelnukleotidpolymorphismus (T>G) an Position 309 (SNP309) des
MDM2-Gens wurde 2004 entdeckt (Bond et al., 2004). Der SNP309 befindet sich in der
P2-Promotorregion des MDM2-Gens und erhoht die Affinitat des Transkriptionsfaktors
SP1 zum MDM2-P2-Promotor durch Verldngerung der SP1-vermittelten-DNA-
Bindungsregion (Bond et al., 2004). Die Analyse ergab, dass SP1 mit hoherer Affinitat
an das G-Allel des SNP309 binden kann und die Transkription sowie die
Proteinexpression von MDM2 steigert. In Zellen mit einem homozygotem G-Allel fuhrt
die erhohte  MDM2-Expression zu einer  Abschwachung des  p53-

Tumorsuppressorweges (Grochola et al., 2010). Es konnte anhand des Li-Fraumeni-

13



Kapitel 1 Einleitung

Syndroms gezeigt werden, dass Patienten mit einem G/G-Genotyp ihren Tumor friiher
entwickelten und die Erkrankung zusatzlich mit einer hoheren Anzahl an
Primartumoren verbunden war (Bond et al., 2004; Bougeard et al., 2006; Ruijs et al.,
2007). Andere Studien, die den Einfluss des SNP309 an Weichteilsarkomen,
Lymphomen, Kolon- und Blasenkarzinomen, sowie bei Tumoren des Kopf-Hals-
Bereiches untersuchten, beschrieben ebenfalls ein friheres Diagnosealter fir
Patienten mit einem G/G-Genotyp gegeniber Patienten mit mindestens einem T-Allel
(Bond et al., 2004; Menin et al., 2006; Sanchez-Carbayo et al., 2007; Khatri et al.,
2008; Yoon et al., 2008). Bartel et al. untersuchten an Ovarialkarzinompatientinnen den
Einfluss des SNP309 und konnten belegen, dass das G-Allel bei Patientinnen im
Tumorstadium FIGO IIl mit einem signifikant schlechteren Gesamtiberleben assoziiert
war. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit einem G/G-Genotyp und
ER-positiven Tumoren friher an einem Ovarialkarzinom erkrankten (Bartel et al.,
2008). Auch fur B-Zell-Lymphome und Weichteilsarkome wurde beschrieben, dass das
G-Allel mit einem fruheren Erkrankungsalter fir Frauen, aber nicht fir Mé&nner
verbunden ist (Bond et al., 2006). Die Daten geben Hinweise darauf, dass Ostrogen
bevorzugt die Transkription von MDM2 stimuliert, wenn ein G-Allel vorliegt und die

Tumorentstehung mdglicherweise dstrogenabhéngig moduliert wird (Hu et al., 2007a).
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1.6 Aufgabenstellung

Ausgehend von bestehenden Publikationen war es das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss
von SNPs im MDMX-Gen auf die Entstehung und Progression von Ovarialkarzinomen

Zu untersuchen.

Einzelnukleotidpolymorphismen im MDM2-Gen wurden bereits umfangreich analysiert
und ihre Bedeutung fur die Tumorentstehung nachgewiesen. Dagegen ist die
Datenlage Uber Alterationen im MDMX-Gen gering. Insbesondere gibt es kaum
Arbeiten Uber den Einfluss von SNPs im MDMX-Gen bei Patientinnen mit einem
maligen Ovarialtumor. Untersuchungen zum SNP309 des MDM2-Gens zeigten, dass
dieser bei Ovarialkarzinompatientinnen mit einem signifikant schlechteren
Gesamtiberleben und einem friheren Diagnosealter korrelierte (Bartel et al., 2008).
MDMX besitzt strukturelle Ahnlichkeiten zu MDM2. Demnach koénnten genetische
Veranderungen im MDMX-Gen ebenso die Aktivitat und Stabilitéat von p53 verandern
und nachfolgend den p53-Signalweg abschwéchen. Dies hatte einen Einfluss auf die
Entstehung und den Krankheitsverlauf von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom

und sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Zunachst wurden alle Falle mit der Diagnose Ovarialkarzinom aus dem Befundsystem
des Institutes fir Pathologie (Paschman Datenbank) herausgefiltert und die
entsprechenden in Formalin-fixierten Schnitte herausgesucht. Nach Isolierung der
DNA, erfolgte fur die SNPs die Genotypisierung der Tumorproben und der gesunden

Kontrollpersonen.

AnschlieRend wurden die erhaltenen molekularen Ergebnisse mit klinischen Daten,
wiel Alter bei Diagnosestellung, Tumorstadium, Resttumor, oder Zeitpunkt der
Rezidiventstehung korrelier. Ziel war es, einen moglichen Einfluss der SNPs auf das

Erkrankungsalter und den Krankheitsverlauf von Ovarialkarzinomen nachzuweisen.
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2. Material
2.1 Tumormaterial und Patientengut

Zu Beginn wurden alle Patientinnen mit der Diagnose Ovarialkarzinom im Zeitraum von
1997 bis 2009 aus dem Befundsystem des Institutes fur Pathologie herausgefiltert
(Paschmann Datenbank) (Tab.1).

Tab. 1: Klinisch-pathologische Daten der Ovarialkarzinomproben
Angabe prozentualer Anteile der einzelnen Tumorzelltypen der vorliegenden Proben.
Des Weiteren Daten zum Tumorstadium bei Probengewinnung, Alter der Patientinnen,

Resttumorgewebe nach Priméar-Operation und Art der adjuvanten Chemotherapie.

Charakteristika Patienten (n=108)
Anzahl Prozent
Tumorzelltyp
seros 62 57,4
endometroid 15 13,9
gemischt 12 111
klarzellig 9 8,3
transitional 1 0,9
undifferenziert 7 6,5
muzinds 2 1,9
Tumorstadium
FIGO Stadium | 33 30,6
FIGO Stadium Il 9 8,3
FIGO Stadium IlI 59 54,6
FIGO Stadium IV 7 6,5
Alter der Patienten, Jahre
Mittelwert 64,4
Median 64,2
Standardabweichung 10,1
Art der Therapie
Cisplatin+Paclitaxel 61 56,5
Platin-basierte Chemotherapie +/- Paclitaxel 20 18,5
andere 2 1,9
keine (FIGO IA) 8 7.4
abgelehnt/verstorben 11 10,2
Daten fehlen 4 3,7
Resttumor
kein 44 46,3
<lcm 20 21,1
>1cm 31 32,6
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Alle histologischen Schnitte wurden durch zwei Pathologen (Elise Gradhand und
Steffen Hauptmann) unabhéangig begutachtet. In einigen Fallen wurde die Erstdiagnose
Zu einem spéateren Zeitpunkt korrigiert, da der urspriingliche Tumor spater zum Beispiel
als Metastase oder benigne Raumforderung klassifiziert wurde.. Das DNA-
Vergleichsmaterial stammt von gesunden Kontrollpersonen. Diese Proben wurden
durch das HLA-Labor der Immunologie, der Humangenetik und der Rechtsmedizin der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg zur Verfiigung gestellt. Das Alter der
Kontrollpersonen lag zwischen 21 und 85 Jahren, mit einem Mittelwert von 41,9
Jahren. Die Kontrollpersonen haben Ihr Einverstandnis zur wissenschaftlichen Nutzung
ihrer DNA gegeben.

In dieser Arbeit sollte ausserdem untersucht werden, ob der Ostrogenrezeptorstatus
einen zusatzlichen Einfluss auf die Tumorentstehung und den Krankheitsverlauf der
Ovarialkarzinompatientinnen hat. Die Quantifizierung der Ostrogenrezeptorexpression
erfolgte durch den immunoreactive Score (IRS), der durch Multiplikation der
Farbeintensitat mit dem Prozentsatz der positiven Zellen errechnet wird (Remmele and
Stegner, 1987). In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen einer fehlenden, einer
geringen und einer hohen Ostrogenrezeptorexpression unterschieden. Ein IRS von 0
bedeutet keine ER-Expression. Werte zwischen 1 und 3 definieren eine schwache ER-
Expression und ein IRS>4 wird als hohe ER-Expression bewertet.

2.2 Primer und Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Programms CloneManager erstellt und
von TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert (Tab. 2).

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Primer im MDMX-Gen

Name des Primers Sequenz 5° 23" Orientierung
XEx1fw 5-CCTCGTGTGAGGCCGTGTGG-3" sense
XExlrev 5"-GGCCGCCTGCTCCTCACTCT-3" antisense
X9507fw 5-GAGTGCTCTACCTGATAACC-3" sense
X9777rev 5-GGCAACCAGCAGAAGTAA-3’ antisense
X9443fw 5-GAAGTCCTGTTGGAATCTTA-3" sense
X9592rev 5-CCAACCTCCAACTGATGTTA-3 antisense
X31684fw 5 -GCTTAATTTCCACACAGATTAG-3 sense
X32015rev 5-TTGGCAATGAACTACCATAATG-3 antisense
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2.3 Tagman Assays

In dieser Arbeit verwendeten Tagman SNP Genotyping Assays:
XSNP807  Applied Biosystems, USA
XSNP9671 Applied Biosystems, USA
XSNP9518 Applied Biosystems, USA
XSNP16620 Applied Biosystems, USA
XSNP31826 Applied Biosystems, USA

2.4 Enzyme

Hot FIREPoI® (5 U/uL) Solis Biodyne, Estland
Green Mastermix Promega, Heidelberg

2.5 Kits

BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kit Applied Biosystem, USA

2.6 Chemikalien und Reagenzien

Agarose Serva, Heidelberg

Bromphenolblau Serva, Heidelberg

Borsaure Roth, Karlsruhe

Desoxyribonukleotide

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 100 mM) Promega, Heidelberg
DNA-Standard (100 bp-Leiter) Invitrogen, Karlsruhe
EB-LOsung Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe
Ethanol (96%) Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Formamid Roth, Karlsruhe

Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe

Natriumacetat Serva, Heidelberg

Natriumchlorid Serva, Heidelberg
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
Octan Sigma, USA

Proteinase K Serva, Heidelberg
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Tris Roth, Karlsruhe
Tris-HCI Roth, Karlsruhe
Tween 20 Serva, Heidelberg

Xylencyanol Serva, Heidelberg

2.7 Gerate und Verbrauchsmaterialien

BioDocAnalyze (Gelauswertung) Biometra, Gottingen
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Elektrophorese-Gerat BioPlex, Freiburg

Mettler AM 100 (Analysewaage) Mettler, Giel3en
Mikropipetten Eppendorf, Hamburg

Peltier Thermal-Cycler Bio Rad, Minchen

Pipetten Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg

Rotor-Gene RG-3000 Qiagen, Hilden
Trio-Thermoblock TB1 Biometra, Goéttingen
Vakuumzentrifuge (Concentrator 5301) Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg

2.8 Puffer und Losungen

Verdaupuffer-l Manos: 3,03 g Tris + 350 ml Aqua bidest.
(pH 8,5 mit HCI einstellen)
0,15 g EDTA
2,5 ml Tween 20
mit Aqua bidest. auf 500 ml auffillen

Proteinase-K-Stammlésung: 720 pl Verdaupuffer

80 ul Proteinase K

Salzpuffer Lahiri: 0,619 Tris + 300 ml Aqua bidest.
(pH 7,6 mit HCI einstellen)
0,37 g MgCl2
0,29 g EDTA
0,37 g KCl
1,17 g NaCl

mit Aqua bidest. auf 500 ml aufftillen
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DNA-L6sungspuffer:

5xTBE-Puffer:

Auftragspuffer:

1 ml Tris-HCI pH 7,6
20 ul EDTA pH 8,0

auf 100 ml auffillen

54,0 g Tris-HCI
27,5 g Borséaure
20 ml 0,5M EDTA pH 8,0

mit Aqua bidest. auf 1l auffillen

10,0 ml Formamid

10,0 mg Xylencyanol
10,0 mg Bromphenolblau
0,2 ml 0,5M EDTA pH 8,0
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3.

Methoden

3.1 DNA-Isolation aus Paraffinmaterial

1. 10-20 dicke Schnitte in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefafld geben.

. Unter Zusatz von 1 ml Octan 10 min schutteln, dann Zentrifugation fur 3-5 min bei

12000 rpm.

3. Schritt zweimal wiederholen bis sich das Paraffin vollstandig gel6st hat.

N

0 N o O

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

. Zugabe von 1 ml 96-99%igem Ethanol und anschlieRende Zentrifugation, Schritt

wiederholen.

. Pellet in der Vakuumzentrifuge bei 45°C fur 5 min vollstandig trocknen.

. Zugabe von 720 ul Verdaupuffer- Manos und 80 ul Proteinase-K-Stammldsung.
. Probe tber Nacht bei 37°C im Thermomixer leicht schiitteln.

. Temperatur im Thermomixer auf 95°C erhdhen, danach kurze Abkiihlung und

Zentrifugation fur 5 min bei 12000 rpm und 4°C.

. Gewebereste entfernen und mit dem gewonnenen Uberstand weiterarbeiten.
10.

Uberstand in ein neues 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal? geben und 800 pl
Salzpuffer-Lahiri und 25 pl 20% SDS zugeben.

Erwarmung der Lésung fir 10 min auf 55°C und nach kurzer Abkihlung fr
5-10 min bei 4°C und 12000 rpm zentrifugieren.

Aufteilen des Uberstandes auf zwei neue 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaRs.
Zugabe von Isopropanol im gleichen Volumenverhaltnis und Ausféallen der DNA.
Lagerung der Probe Uber Nacht bei -20°C.

Probe fiir 20-30 min bei 4°C und 15000 rpm zentrifugieren und AbgieRen des
Isopropanols.

Vereinigung der beiden Eppendorf-Reaktionsgefal3s und Zugabe von 500 ul
70%igem Ethanol.

Pellet auffangen und in das zweite Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberflhren.
Erstes Eppendorf-Reaktionsgefal nochmals mit 500 pl Ethanol waschen und
10 min bei 4°C und 10000 rpm zentrifugieren, Uberstand ausgieRen und gut
auslaufen lassen.

Pellet trocknen und 5 min bei 45°C zentrifugieren, Zugabe von 50-100 pl DNA-
Losungspuffer.

5 pl der gewonnenen DNA und 495 pl Aqua bidest. bei 260 und 280 nm messen.
Reinheitsquotient R nach folgender Formel berechnen:
260 nm x 5000 = Konzentration in ng/pl; 260:280 nm = R.
Proben bei -20 bis -80°C lagern.
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3.2 Genotypisierung mittels Real-Time PCR

Die Tagman ,Genotyping-Assays” wurden fur die entsprechenden SNPs bei der Firma
Applied Biosystems bestellt. Der Tagman-Assay enthalt fir das Wildtyp-Allel eine
FAM-markierte Sonde sowie fur 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. Fir
die PCR wurde folgender 20 pl Reaktionsansatz aus den Komponenten des
Hotfire-Pol-Kits (Solis Biodyne, Estland) verwendet:

2,0 ul 10x Puffer B
1,2 ul MgCl,

1,6 ul dNTPs

0,1 pl Hotfire-Pol

0,5 yl Tagman-Assay
1,0 ul DNA (20 ng/ul)
40 uQ

9,55 ul Aqua bidest.

Der Ansatz wurde mit dem folgenden Programm im Real-Time-PCR-Gerét Rotorgene
3000 (Qiagen, Hilden) vermessen:

1. 95 °C 15 min

2.95°C15s

3.60°C20s

4,.72°C20s

5. Schritt 2-4 40 mal wiederholen

Jeder Lauf enthielt zusatzlich 3 Proben, deren Allelverteilung vorher durch
Sequenzierung bestimmt wurde. Die Auswertung erfolgte mit der Allelic

Discrimination-Software des Rotorgene 3000.

3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Reaktionen wurden mit den Komponenten der Hotfire-Pol der Firma Solis
Biodyne (Estland) durchgefiihrt. Ein 25 pl Ansatz bestand aus folgenden

Komponenten:

16,75 pl Aqua bidest.
2,5 ul 10x Puffer B
2,5 pl MgClz (25 mM)
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2,0 yl dNTPs (100 mM)
je 1,0 pl Primer (20 uM)
0,25 ul HotStart-Tag-Polymerase

Dem Reaktionsansatz wurden je 1 yl DNA in einer Konzentration von 20 ng

zugegeben. Danach erfolgte die PCR-Reaktion im Peltier Thermal-Cycler PT200.

Um ein besseres PCR-Produkt zu erzielen, wurde der PCR-Ansatz im weiteren Verlauf

der Arbeit auf folgenden Reaktionsansatz umgestellt:

12,5 pl Green Mastermix
je 1 ul Primer (20 uM)
9,5 ul Aqua bidest.

Auch diesem Reaktionsansatz wurde 1 pl DNA in einer Konzentration von 20 ng
zugegeben und die PCR Reaktion erfolgte nach dem gleichen Programm im Thermal-
Cycler PT200.

3.4 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung der DNA erfolgte unter Nutzung des BigDyeTM Terminator
Sequencing Kits 3.1 der Firma ABI Prism (Applied Biosystems, USA).

Fur einen Sequenzieransatz wurden folgende Komponenten verwendet:

10,0 pl Sequenzierpuffer

2,0 ul BigDyeSequencing Mix
2,0 pl spezifischer Primer

4,0 ul Agqua bidest.

3,0 yul PCR-Produkt

Die Sequenzierreaktion erfolgte in 0,5 ml ReaktionsgefaRen im TrioblockTM-
Thermocycler mit Heizdeckel nach folgendem Programm:

1.96 °C 1 min

2.96°C10s

3.50°C5s

4. 60 °C 4 min

5. Schritt 2-4 25 mal wiederholen

6.4°C
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AnschlieRend erfolgte die Reinigung des Sequenzierproduktes. Dabei wurden die
Reaktionsgefalie vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt. Jedem Ansatz wurden 2 ul
125 mM EDTA, 2 ul 3 M Natriumacetat und 50 ul 96 %iger Ethanol zugegeben,auf dem
Standrittler gut vermischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die geféllte
DNA wurde anschlieBend fir 30 min bei 4 °C und 6000 rpm abzentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes und Waschen des Pellets mit 70 yl 70 %igem Ethanol,
wurde 10 min bei 4 °C und 6000 rpm zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des
Ethanols wurde das Pellet circa 10 min bei 80 °C im Thermocycler getrocknet.

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

Christov.

3.5 DNA-Untersuchungen
3.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der erfolgreichen Amplifikation der DNA nach einer PCR-Reaktion
wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt. In Abh&ngigkeit 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 ul PCR
Produkt mit 1,5 pyl DNA-Auftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei circa 90 Volt. Nach dem Gellauf wurden die Banden mittels
UV-Licht sichtbar gemacht und mit dem Geldokumentationssystem

BioDocAnalyze (Biometra) ausgewertet. Zur GréRenbestimmung der PCR-Produkte

dienten DNA-Langenstandards.

3.5.2 Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gel

Fur die Aufreinigung von DNA wurden zunachst circa 10-20 pl des PCR-Produktes im

Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 3.5.1). Danach wurden die entsprechenden Banden
auf dem UV-Tisch mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 platziert. Es wurde darauf geachtet, dass die Banden
einzeln ausgeschnitten wurden und dabei kein Kontakt zu anderen Banden entstand.
AulRerdem wurde die Zeit unter dem UV-Licht so gering wie mdglich gehalten, um
DNA-Veranderungen zu vermeiden. AnschlieRend erfolgte die DNA-Reinigung aus
dem Agarosegel. Zum Gelstiick wurde das dreifache Volumen an QX1-Puffer

zugegeben und 10 min im Thermoblock bei 50°C aufgeldst. Die Lésung wurde auf eine
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Saule gegeben und 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Danach wurde zweimal mit je
350 ul PE-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Zuletzt wurde 3 min trocken zentrifugiert
und die Saule auf ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal gesetzt, um die DNA mit 50 pl

EB-L&sung aus der Saule in das neue Eppendorf-Reaktionsgefald zu I6sen.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 17.0. Dabei wurde
eine maximal zulassige Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 festgelegt und Werte
innerhalb des Wahrscheinlichkeitsintervalls als signifikant eingestuft. Die Daten wurden
als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt. Als statistische Verfahren wurden
Uberlebenszeitanalysen (Cox-Regression, Kaplan-Meier-Analysen), t-Tests, Mann-
Whitney-Tests und  bivariate  Korrelationen  verwendet. Mit  Hilfe  der
Uberlebenszeitanalysen wurde fiir verschiedene Gruppen die Zeit zwischen einem
definierten Anfangs- und einem bestimmten Endereignis untersucht (Weil3, 2010).
Dabei ermoglichte die  Kaplan-Meier-Methode  eine  Einschatzung  der
Wahrscheinlichkeit, inwiefern ein Ereignis (zum Beispiel Rezidiv, Komplikationen) in
einer bestimmten Zeitspanne nicht vorkommt. Zusétzlich kdnnen spezifische
Uberlebensraten (zum Beispiel 1- oder 5-Jahres-Uberlebensrate) abgelesen werden.
Das Cox-Modell wurde eingesetzt, um den gleichzeitigen Effekt mehrerer
EinflussgroRen auf eine Zielvariable, zum Beispiel Uberlebenszeit, zu untersuchen.
Dies ist insofern von Bedeutung, damit zusatzliche Faktoren (zum Beispiel FIGO-
Stadium, Resektionsgrad) bei einer Tumorerkrankung in die statistische Auswertung

einbezogen werden kdnnen.
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4. Ergebnisse

Aus der Datenbank des NCBI wurden die single nucleotide polymorphism (SNPs) aus
dem MDMX-Gen herausgesucht, die in dieser Arbeit untersucht werden sollten (NCBI
Datenbank 2011, Tab. 3). Die Lokalisation der einzelnen SNPs im MDMX-Gen ist

schematisch in Abb. 4 dargestellt.

Tab. 3: Lokalisation der SNPs im MDMX-Gen und deren Heterozygotenh&ufigkeit
(NCBI Datenbank)

SNPs Lokalisation Heterozygoten-Haufigkeit
SNP807 = rs4252668 Exon 1 0,3%
SNP9671 = rs3789051 Intron 1 42,1%
SNP9518 = rs3789052 Intron 1 41,1%
SNP16620 = rs4252697 Intron 5 34,8%
SNP31826 = rs1563828 Intron 10 49,4%

5 Ex 1 In4 Ex5|Ind |Ex6 Ex10 |(In10 Ex11|3'

by
e

1t
L

/S /N / /

SNP 807 SNP 95518 SNP 9671 SNP 16620 SNP31826

Abb. 4.: Schematische Darstellung der Lokalisation der SNPs im MDMX-Gen

4.1 Die Auswahl der Polymorphismen
4.1.1 SNP807 (rs4252668)

Der SNP807 (rs4252668) im Exon 1, ist in der 5-UTR-Region des MDMX-Gens
lokalisiert. In diesem Genlocus binden vor allem regulatorische Proteine. Demnach
konnten SNPs die Translationseffizienz beeinflussen und die MDMX-Proteinexpression

veréandern (Ramos et al., 2001; Danovi et al., 2004).
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4.1.2 SNP9671 (rs3789051) und SNP9518 (rs3789052)

Die beiden SNPs liegen im Intron 1 des MDMX-Gens. In dieser Region befindet sich
ein zusatzlicher P2-Promotor, der durch p53-aktivierende Signale induziert wird und die
Transkription einer neuen mRNA steuert. Diese mMRNA wird effizienter translatiert und
kodiert fur eine lange Proteinform (MDMX-L). Im Unterschied zur normalen, vom P1-
Promotor translatierten Form, verfuigt MDMX-L ({ber eine geringere p53-
Bindungskapazitat und kann die p53-abhangige Transkription nur in einem Kleineren
Ausmald inhibieren (Phillips et al., 2010). Die Allele der SNPs koénnten mit
unterschiedlicher Affinitdt an den P2-Promotor binden und die Transkriptions- und

Translationsfahigkeit beeinflussen.

4.1.3 SNP16620 (rs4252697)

Der SNP16620 im Intron 5 des MDMX-Gens konnte das Spleil3verhalten von MDMX
beeinflussen. Dadurch kénnten unterschiedliche Transkriptionsformen entstehen, die

den p53-Signalweg in seiner Funktion stéren.

4.1.4 SNP31826 (rs1563828)

Dieser SNP befindet sich im Intron 10 des MDMX-Gens. Aufgrund seiner hohen
Heterozygotenfrequenz von 49,4% (Tab. 3), wurde der SNP fir diese Arbeit
ausgewahlt.

4.2 Die Analyse der Polymorphismen
4.2.1 Polymorphismus SNP807 (rs4255668)

Die Genotypenbestimmung der Ovarialkarzinome und der Kontrollen ergab eine
ahnliche Verteilung. Das Wildtyp-Allel (T/T-Genotyp) war in beiden Gruppen am
haufigsten vertreten, wahrend das homozygote Minor-Allel (C/C-Genotyp) nicht
nachgewiesen werden konnte. In der Kontrollgruppe wurde fir den heterozygoten
Genotyp eine Frequenz von 2,63% ermittelt (Tab. 4). Eine Auswertung dieses SNP

wurde aufgrund der &hnlichen Genotypenverteilung nicht vorgenommen.
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Tab. 4: Haufigkeitenverteilung des SNP807 (rs4255668)

Angabe der Haufigkeiten der Ovarialkarzinome und Kontrollen in Abhangigkeit vom

Allelstatus.
T/T CIT C/C Gesamt
n % n % n % n
Ovarialkarzinome | 126 100 0 0 0 0 126
Kontrollen 37 97,37 1 2,63 0 0 38

4.2.2 Polymorphismus SNP9671 (rs3789051)

Mittels RT-PCR konnte der Allelstatus in der Kontrollgruppe nicht sicher bestimmt
werden. Auch die anschlieBende Sequenzierung der Proben flhrte zu keinem
eindeutigen Ergebnis. Insgesamt konnte bei 32% aller Kontrollproben kein Genotyp
ermittelt werden. Aufgrund der Unstimmigkeiten wurde auf die weitere Genotypisierung

der Ovarialtumoren verzichtet.

4.2.3 Polymorphismus SNP9518 (rs3789052)
4.2.3.1 Haufigkeiten

Die Ermittlung der Haufigkeiten zeigte eine &hnliche Verteilung der Genotypen bei
Ovarialkarzinompatientinnen (C/C: 22,1%; C/T: 50,0%; T/T: 27,9%) und gesunden
Kontrollen (C/C: 21,4%; C/T: 50,0%; T/T: 28,6%). In high-grade Karzinomen war der
Anteil am homozygotem C-Allel etwas hoher (23,3%) als in low-grade Karzinomen
(19,3%). Der heterozygote Genotyp (C/T) war in beiden Gruppen am starksten

vertreten (Tab. 5; Daten der Kontrollen nicht dargestellt).
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Tab. 5: Haufigkeitenverteilung des SNP9518 (rs3789052)

Angabe der Haufigkeiten der gesamten Ovarialkarzinome, sowie der high-grade und

low-grade Karzinome in Abhangigkeit vom Allelstatus und der
Ostrogenrezeptorexpression.
Ostrogenrezeptorstatus Gesamt
keine geringe hohe
Expression Expression Expression n
n % n % n %
Karzinome gesamt
T/T 13 28,89 3 17,65 13 30,95 29
CIT 19 42,22 13 76,47 20 47,62 52
C/C 13 28,89 1 5,88 9 21,43 23
Gesamt | 45 100,00 17 100,00 42 100,00 104
high-grade
Karzinome
TIT 7 22,58 2 18,18 9 29,03 18
CIT 16 51,61 9 81,82 13 41,94 38
C/iC 8 25,81 0 0,00 9 29,03 17
Gesamt 31 100,00 11 100,00 31 100,00 73
low-grade
Karzinome
TIT 6 42,86 1 16,67 4 36,36 11
CIT 3 21,43 4 66,67 7 63,64 14
CiC 5 35,71 1 16,67 0 0,00 6
Gesamt 14 100,00 6 100,00 11 100,00 31

Die weitere Analyse des Ostrogenrezeptorstatus ergab fir mehr als die Halfte der

Ovarialkarzinome eine positive Expression (56,7%), wobei 40,4% eine hohe und 16,3%

der Tumoren eine geringe Ostrogenrezeptorexpression aufwiesen. Der heterozygote

Genotyp (C/T) konnte in Uber 50% der ER-positiven Tumoren und in 42,2% der

Tumoren ohne ER-Expression ermittelt werden. Die homozygoten Genotypen C/C und

T/T wurden mit einer geringeren Frequenz nachgewiesen (Abb. 5). In low-grade

Karzinomen ohne nachweisbare ER-Expression war das homozygote T-Allel am

haufigsten vertreten (42,9%). In der Gruppe der low-grade Karzinome mit geringer und
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hoher ER-Expression Uberwog jedoch der heterozygote Genotyp (66,7% und 63,6%).
Eine ahnliche Verteilung zeigte sich auch bei den high-grade Karzinomen (Tab. 5).
Insgesamt konnten keine signifikanten Unterschiede in der Allelverteilung bei low-

grade und high-grade Karzinomen ermittelt werden (p=0,088 und p=0,195).

80,0% -
70,0% -
60,0% -
50,0% -
40,0% - = T/T
30,0% - -
20,0% -
10,0% -
0,0% . : ‘

keine geringe hohe
Expression Expression Expression

Haufigkeit

C/iC

Ostrogenrezeptorstatus

Abb. 5: Ostrogenrezeptorexpression; SNP9518 (rs3789052)
Darstellung der prozentualen Anteile der einzelnen Genotypen in Abhangigkeit von der

Ostrogenrezeptorexpression der Tumoren.

4.2.3.2 Diagnosealter

Die statistische Auswertung des SNP9518 ergab fir Ovarialkarzinompatientinnen ein
durchschnittliches Erkrankungsalter von 64,5 Jahren. Es zeigte sich, dass der
Allelstatus keinen wesentlichen Einfluss auf das Diagnosealter hat (T/T: 64,4 Jahre;
C/T: 65,3 Jahre; C/C: 62,8 Jahre). Die weitere Analyse unter Einbeziehung des
Ostrogenrezeptorstatus ergab jedoch ein signifikant 10 Jahre friiheres
Erkrankungsalter fir Patientinnen mit homozygotem C-Allel und Ovarialtumoren ohne
ER-Expression, im Vergleich zu Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor (58,7
Jahre versus 68,2 Jahre) (p=0,046) (Abb.6). Ein ahnlicher Unterschied konnte bei
Frauen mit T/T- und C/T-Genotyp nicht gefunden werden: Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom ohne ER-Expression erkrankten im Durchschnitt im Alter von 64,1
Jahren, wenn ein T/T-Genotyp nachgewiesen wurde (ER-positiv: 64,7 Jahre; p=0,88;
Tab.12). Fur Patientinnen mit einem C/T-Genotyp konnte ein durchschnittliches

Diagnosealter von 63,3 Jahren ermittelt werden (ER-positiv: 66,4 Jahre; p=0,293).
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Abb. 6: Diagnosealter in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus, SNP9518
(rs3789052)

Darstellung des Diagnosealters der Ovarialkarzinompatientinnen in Jahren mit C/C-
Genotyp und in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression); p=0,046.

4.2.3.3 Uberlebenszeit und Cox-Regression

Die Analyse der Daten zur mittleren Uberlebenszeit der Ovarialkarzinompatientinnen
ergab, dass Frauen mit einem homozygotem T-Allel langer Uberlebten als Frauen mit
C/T- oder C/C-Genotyp. Jedoch ist dieser Unterschied statistisch nicht signifikant
(p=0,58) (Tab. 11). Darlber hinaus wurde untersucht, ob der ER-Status als Kovariable
einen zusatzlichen Einfluss auf das mittlere Gesamtiberleben der Patientinnen besitzt.
Auch in diesem Zusammenhang konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.
Patientinnen mit T/T-Genotyp und ER-exprimierenden Tumoren Uberlebten im
Durchschnitt 69,9 Monate, wahrend Patientinnen mit C/T- oder C/C-Genotyp 49,3
Monate bzw. 39,7 Monate Uberlebten (p=0,8). Im Gegensatz dazu, war die
Uberlebenszeit der Patientinnen mit Ovarialtumoren ohne ER-Expression langer. Sie
Uberlebten im Durchschnitt 72,7 Monate, bei homozygotem C-Allel und 57,5 Monate
bzw. 51,1 Monate, wenn ein C/T- oder T/T-Genotyp nachgewiesen wurde (p=0,3)
(Abb.7).

31




Kapitel 4 Ergebnisse

positive ER-Expression

109 Allelstatus
| T
~ICIT
0.5 —L cic
[ =
3 L
2 06 —
[ .
Q
£
= 0 4
E 1
=
-
0,24
0,0
I | | I T T T
0,00 2000 4000  ADO0 8000 10000 120,00
Gesamtiiberleben in Monaten
keine ER-Expression
109 + Allelstatus
TIT
T
0,5 L—. cic
| =
i1 1]
r lj_
— 06
Q
£
2 0,4
E 1
=
-
0,24
0,04

| T | T T I
0,00 20,00 40,00 £0,00 50,00 100,00
Gesamtiiberleben in Monaten

Abb. 7: Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus; SNP9518
(rs3789052)
Vergleichende Darstellung des Gesamtiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen in

Monaten  mit  unterschiedlichem  Genotyp und in  Abh&ngigkeit vom
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Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression). oben: positive ER-Expression; p=0,8;

unten: keine ER-Expression; p=0,3.

Die Cox-Regression konnte fur Patientinnen mit einem T/T-Genotyp und Tumoren
ohne ER-Expression ein 1,9fach erhéhtes Risiko gegenlber Patientinnen mit C/T- und
C/C-Genotyp ermitteln, an einem Ovarialkarzinom zu versterben (p=0,16).
Demgegeniber zeigte sich fur Ovarialtumoren mit positiver ER-Expression kein
hoheres Risiko (Tab. 11). Im letzten Schritt sollte ermittelt werden, ob der
Mutationsstatus und die Proteinexpression von p53 einen Einfluss auf das
Gesamtiiberleben der Ovarialkarzinompatientinnen besitzen. Um eine bessere
Auswertung zu erreichen, wurden die Falle in 3 Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe
bildeten alle Falle mit einem nachgewiesenen Wildtyp p53-Gen und nicht
detektierbarem p53-Protein. In diesen Féallen liegt ein intaktes p53-Gen vor. In die
zweite Gruppe wurden alle Falle mit Wildtyp p53-Gen und nachgewiesener
ProteinUberexpression eingeschlossen. Die letzte Gruppe beinhaltete Tumoren mit
einem mutierten p53-Gen und einer zusatzlichen Proteinlberexpression. Die Analyse
der Falle mit intaktem p53-Gen ergab, dass Frauen mit T/T-Genotyp langer tberlebten,
als Frauen mit C/T-Genotyp oder C/C-Genotyp (Tab. 6). Wenn nur der T/T-Genotyp
betrachtet wird, ergibt sich eine signifikant langere Uberlebenszeit fur Tumoren mit
Wildtyp-Gen ohne Expression (103,1 Monate) gegenlber Fallen mit Wildtyp-Gen und
Uberexpression (23,0 Monate; p=0,004) (Abb.8).
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Abb. 8: Uberlebenskurven in Abh&ngigkeit vom p53-Mutationsstatus; SNP 9518

(rs3789052)

Dargestellt ist das Gesamtiiberleben der Ovarialkarzinompatientinnen in Monaten mit

homozygotem T-Allel und unterschiedlichem p53-Mutations- und Expressionsstatus;

p=0,004.

Tab. 6: Mittlere Uberlebenszeiten in Abhangigkeit vom p53-Mutationsstatus; SNP9518

(rs378052)

Angabe der mittleren Uberlebenszeiten in Monaten in Abhangigkeit vom Genotyp und

des p53-Mutations- und Expressionsstatus.

TIT CIT C/iC Gesamt
Wildtyp-Gen, keine Expression 103,1 49,8 80,7 74,5
Wildtyp-Gen, Uberexpression 23,0 58,4 41,1 46,8
mutiert mit/ohne Uberexpression 36,0 55,0 48,5 48,6
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4.2.4 Polymorphismus SNP31826 (rs1563828)
4.2.4.1 Haufigkeiten

Die Genotypenanalyse des SNP31826 ergab fir das Wildtyp-Allel (G/G) eine
Haufigkeit von 51,5% und fir die Genotypen A/A und A/G eine Frequenz von 7,0% und
41,4%. Das homozygote Wildtyp-Allel wiesen aul3erdem mehr als die Halfte der high-
grade und low-grade Karzinome auf, wahrend das Minor-Allel nur zu einem geringeren
Anteil nachgewiesen werden konnte (Tab.7). Die Analyse des Ostrogenrezeptorstatus
ergab nur einen geringen Unterschied in der Haufigkeitenverteilung der Karzinome mit
geringer und hoher beziehungsweise fehlender ER-Expression. Das homozygote
Wildtyp-Allel konnte in 61,1% (44,8%) der Tumoren mit geringer (hoher) und in 53,5%
der Tumoren ohne Ostrogenrezeptor nachgewiesen werden. Der heterozygote
Genotyp und das Minor-Allel zeigen bei Tumoren ohne ER-Expression eine Haufigkeit
von 34,9% undl11,6% (Abb. 9). In high-grade Karzinomen war das homozygote
Wildtyp-Allel bei Tumoren mit geringer und fehlender ER-Expression ebenfalls am
starksten vertreten. Bei Tumoren mit hoher ER-Expression wurde dagegen der
heterozygote Genotyp am haufigsten nachgewiesen. Das homozygote A-Allel zeigte in
allen Gruppen der high-grade Karzinome eine deutlich geringere Frequenz (p=0,332).
Die Haufigkeitenverteilung der low-grade Karzinome ergab ein &hnliches Ergebnis
(p=0,463) (Tab. 7).
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Tab. 7: Haufigkeitenverteilung des SNP31826 (rs1563828)

Angabe der Haufigkeiten der gesamten Ovarialkarzinome, sowie der high-grade und

low-grade Karzinome in Abhangigkeit vom Allelstatus und der
Ostrogenrezeptorexpression.
Ostrogenrezeptorstatus Gesamt
keine geringe hohe
Expression Expression Expression n
n % n % n %
Karzinome gesamt
G/IG 23 53,5 11 61,1 17 44.8 51
AIG 15 34,9 6 33,3 20 52,6 41
A/A 5 11,6 1 5,6 1 2,6 7
Gesamt 43 100,0 18  100,0 38 100,0 99
high-grade Karzinome
GIG 15 50,0 8 72,7 12 42,8 38
AIG 12 40,0 3 27,3 15 53,6 32
A/A 3 10,0 0 0,0 1 3,6 3
Gesamt 30 100,0 11 100,0 28 100,0 73
low-grade Karzinome
GIG 8 61,5 2 33,3 5 50,0 15
AIG 3 23,1 3 50,0 5 50,0 11
AIA 2 15,4 1 16,7 0 0,0 3
Gesamt 13 100,0 6 100,0 10 100,0 29
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Abb. 9: Ostrogenrezeptorexpression; SNP31826 (rs1563828)
Darstellung der prozentualen Anteile der einzelnen Genotypen in Abhangigkeit von der

Ostrogenrezeptorexpression der Tumoren.

4.2.4.2 Diagnosealter

Nach Korrelation der gewonnenen Ergebnisse mit den klinischen Daten wurde
festgestellt, dass Frauen mit dem selteneren Allel (A/A) im Durchschnitt 5 Jahre friher
erkrankten, als Frauen mit dem Wildtyp-Allel (G/G) (59,2 Jahre versus 64,7 Jahre).
Dieses Ergebnis ist mit einem p-Wert von 0,087 statistisch nicht signifikant, jedoch
l&sst sich ein deutlicher Trend erkennen. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen bei
Patientinnen mit A/A-Genotyp erfolgte die Aufteilung der Falle in 2 Gruppen. Dabei
wurden alle Falle mit mindestens einem Minor-Allel mit den Fallen verglichen, die
homozygot fir das Wildtyp-Allel sind. Bei alleiniger Betrachtung der Patientengruppe
mit mindestens einem A-Allel zeigte sich, dass Frauen mit Tumoren ohne ER-
Expression signifikant 8 Jahre friher erkrankten, gegeniber Frauen mit ER-
exprimierenden Tumoren (59,4 Jahre versus 67,7 Jahre; p=0,005) (Abb. 10). Ein
ahnlicher Unterschied konnte flir Patientinnen mit Wildtyp-Allel nicht nachgewiesen
werden (Tab. 12).
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Abb. 10: Diagnosealter in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus; SNP31826
(rs1563828)
Darstellung des Diagnosealters der Ovarialkarzinompatientinnen in Jahren mit A/G-
und A/A-Genotyp in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression);
p=0,005.
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Unsere Daten waren Grundlage fir die Arbeit von Atwal et al., 2009. Die Studie wurde
um einige Falle erweitert, so dass insgesamt 95 Patientinnen mit familiarer Genese
und 110 Frauen mit einem sporadischen Ovarialtumor untersucht wurden. Auch hier
konnte fir den SNP31826 gezeigt werden, dass das A-Allel, verglichen mit dem G-
Allel, sowohl beim familiaren als auch beim sporadischen Ovarialkarzinom mit einem
signifikant friiheren Erkrankungsalter assoziiert war. Die Ergebnisse der Studie zeigten
fur die Gruppe der sporadischen Ovarialkarzinome, dass Patientinnen mit dem Minor-
Allel signifikant 9 Jahre friiher erkrankten, verglichen mit Patientinnen mit dem Wildtyp-
Allel (p=0,0137). Fur familiare Ovarialkarzinome wurde ein durchschnittliches
Erkrankungsalter von 56 Jahren ermittelt, wenn ein G/G-Genotyp nachgewiesen
wurde, wahrend Frauen, die homozygot fir das seltenere Allel (A/A) sind, im
Durchschnitt signifikant 5-6 Jahre friher erkrankten (p=0,0236) (Atwal, et al. 2009).

4.2.4.3 Uberlebenszeit und Cox-Regression

Die Berechnungen ergaben, dass Patientinnen, die homozygot fur das Wildtyp-Allel
sind, im Durchschnitt 9 Monate kurzer lebten (57,6 Monate), als Patientinnen mit
mindestens einem A-Allel (66,8 Monate). Jedoch ist dieser Unterschied statistisch nicht
signifikant (p=0,14). Wenn zusatzlich der Einfluss des Ostrogenrezeptorstatus
betrachtet wird, zeigte sich jedoch, dass Frauen mit mindestens einem A-Allel und
Tumoren ohne ER-Expression signifikant 2 Jahre langer Uberlebten (74,4 Monate)
verglichen mit Frauen, die homozygot fiir das haufigere Allel (G/G) sind (50,5 Monate;
p=0,05). Demgegenuiber konnte fir ER-positive Tumoren kein Unterschied ermittelt
werden. Patientinnen mit einem G/G-Genotyp Uberlebten 61,5 Monate und
Patientinnen mit mindestens einem A-Allel wiesen eine Uberlebenszeit von 50,4
Monaten auf (p=0,99) (Abb. 11; Tab.11).

Die Cox-Regression ermittelte fir Frauen mit homozygotem Wildtyp-Allel ein 1,5fach
hdheres Risiko am Ovarialtumor zu versterben, verglichen mit Frauen, die mindestens
ein A-Allel besitzen (p=0,14). Wenn zusatzlich nur die Gruppe der Tumoren ohne
Ostrogenrezeptor betrachtet wird, zeigte sich sogar ein 2,5fach hoheres Risiko fur
Frauen mit einem homozygotem G-Allel. Jedoch ist dieser Unterschied mit einem p-
Wert von 0,059 statistisch nicht signifikant, aber deutlich als Trend erkennbar.
Demgegenuber wurde bei ER-exprimierenden Tumoren kein erhdhtes Risiko

nachgewiesen (Tab.11).
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Abb.11: Uberlebenskurven in Abh&ngigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus; SNP31826
(rs1563828)

Vergleichende Darstellung des Gesamtiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen in
Monaten  mit  unterschiedlichem  Genotyp und in  Abh&ngigkeit vom
Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression).

oben: keine ER-Expression; p=0,05; unten: positive ER-Expression; p=0,99.
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Im letzten Schritt sollte flir den SNP31826 ermittelt werden, ob der p53-Mutationsstatus
und die Proteinexpression einen Einfluss auf das Gesamtilberleben besitzen. Dazu
erfolgte die Aufteilung der Félle in 3 Gruppen (siehe 4.2.3.3). Es zeigte sich, dass
Frauen mit homozygotem G-Allel und intaktem p53-Gen ein signifikant langeres
Uberleben aufwiesen (93,5 Monate), verglichen mit Frauen mit Wildtyp-Gen und
Uberexpression (34,7 Monate; p=0,03) (Abb. 12). Bei Frauen mit A/A- oder A/G-
Genoytp hatte der p53- Mutationsstatus keinen Einfluss auf das Gesamtiberleben
(Tab. 8).
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Abb.12 : Uberlebenskurven in Abh&ngigkeit vom p53-Mutationsstatus; SNP31826
(rs1563828)

Dargestellt ist das Gesamtiberleben der Ovarialkarzinompatientinnen in Monaten mit
homozygotem G-Allel und unterschiedlichem p53-Mutations- und Expressionsstatus;
p=0,03.
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Tab. 8: Mittlere Uberlebenszeiten in Abhangigkeit vom p53-Mutationsstatus;
SNP31826 (rs1563828)

Angabe der mittleren Uberlebenszeiten in Monaten in Abhangigkeit vom Genotyp und

des p53-Mutations- und Expressionsstatus.

GIG AIG+A/A  Gesamt
Wildtyp-Gen, keine Expression 93,5 62,3 74,3
Wildtyp-Gen, Uberexpression 34,7 58,1 50,0
mutiert mit/ohne Uberexpression 42,9 64,0 48,6

4.2.5 Polymorphismus SNP16620 (rs4252697)
4.2.5.1 Haufigkeiten

Bei den untersuchten Ovarialkarzinomen war das homozygote C-Allel am haufigsten
vertreten. Danach folgten der heterozygote Genotyp und das homozygote T-Allel (C/C:
59,2%; C/T: 37,8%; T/T: 3,1%). Auch bei den high-grade und low-grade Karzinomen
zeigte das Wildtyp-Allel die héchste Frequenz. Der heterozygote Genotyp konnte bei
42% der high-grade Karzinome und bei 27,6% der low-grade Karzinome nachgewiesen
werden. Lediglich 4,3% der high-grade Karzinome zeigten ein homozygotes T-Allel,
wahrend dieser Allelstatus bei den low-grade Karzinomen nicht ermittelt werden konnte
(Tab. 9).

Die Ostrogenrezeptoranalyse der Ovarialkarzinome ergab fiir 57,1% der Tumoren eine
positive ER-Expression. Das homozygote Wildtyp-Allel wurde in mehr als der Halfte
der Tumoren mit niedriger bzw. hoher Ostrogenrezeptorexpression nachgewiesen.
Lediglich 2,4% der Tumoren ohne ER-Expression zeigten einen homozygoten T/T-
Genotyp, wahrend ein homozygotes Wildtyp-Allel bzw. ein heterozygoter Genotyp in
61,9% und 35,7% der Tumoren ermittelt werden konnte (Abb. 12). Bei low-grade und
high-grade Karzinomen zeigte sich eine &hnliche Verteilung der ER-Expression
(p=0,990 und p=0,812). Auch hier war das homozygote C-Allel am haufigsten
vertreten, sowohl bei Tumoren mit fehlender, als auch bei Tumoren mit geringer und
positiver ER-Expression. Danach folgten der heterozygote Genotyp und der T/T-
Genotyp (Tab. 9).
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Tab. 9: Haufigkeitenverteilung des SNP16620 (rs4252697)

Angabe der Haufigkeiten der gesamten Ovarialkarzinome, sowie der high-grade und

low-grade Karzinome in Abhangigkeit vom Allelstatus und der
Ostrogenrezeptorexpression.
Ostrogenrezeptorstatus Gesamt
keine geringe hohe
Expression Expression Expression n
n % n % n %
Karzinome gesamt
C/C 26 61,9 8 53,3 24 58,5 58
CIT 15 35,7 7 46,7 15 36,6 37
TIT 1 24 0 0 2 4.9 3
Gesamt 42 100,0 15 100,0 41  100,0 98
high-grade Karzinome
CiC 16 57,1 5 45,5 16 53,3 37
CIT 11 39,3 6 54,5 12 40,0 29
TIT 1 3,6 0 0 2 6,7 3
Gesamt 28 100,0 11 100,0 30 100,0 69
low-grade Karzinome
C/iC 10 71,4 3 75,0 8 72,7 21
CIT 4 28,6 1 25,0 3 27,3 8
TIT 0 0 0 0 0 0 0
Gesamt 14 100,0 4 100,0 11 100,0 29
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Abb. 13: Ostrogenrezeptorexpression; SNP16620 (rs4252697)
Darstellung der prozentualen Anteile der einzelnen Genotypen in Abhangigkeit von der

Ostrogenrezeptorexpression der Tumoren.

4.2.5.2 Diaghosealter

Die Auswertung konnte fir diesen SNP ein durchschnittliches Diagnosealter von 64,6
Jahren ermitteln. Unter Kovarianz des Ostrogenrezeptorstatus zeigte sich fir Frauen
mit Tumoren ohne ER-Expression, dass sie signifikant 4 Jahre friher erkrankten als
Frauen mit ER-positiven Tumoren (62,1 Jahre versus 66,2 Jahre; p=0,044). Aufgrund
von niedrigen Fallzahlen in der Gruppe der Patientinnen mit einem homozygoten T-
Allel, erfolgte die Aufteilung der Falle in zwei Gruppen. Dabei wurden die Falle mit
homozygotem C-Allel mit den Fallen verglichen, die mindestens ein T-Allel besitzen.
Bei alleiniger Betrachtung des homozygoten C-Allels, zeigte sich fur Patientinnen mit
Tumoren ohne ER-Expression ein circa 6 Jahre friheres Erkrankungsalter, gegeniber
Patientinnen mit ER-exprimierenden Ovarialtumoren (60,4 Jahre versus 66,1 Jahre).
Dieser Unterschied ist mit einem p-Wert von 0,022 hochsignifikant (Abb. 14; Tab.12).
Zusatzlich erkrankten Frauen mit homozygotem C-Allel signifikant 6 Jahre friher, als

Patientinnen mit mindestens einem T-Allel (60,4 Jahre versus 66,4 Jahre, p=0,049).
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Abb. 14: Diagnosealter in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus; SNP16620
(rs4252697)
Darstellung des Diagnosealters der Ovarialkarzinompatientinnen in Jahren mit C/C-
Genotyp und in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression); p=0,022.

4.2.5.3 Uberlebenszeit und Cox-Regression

Fur Patientinnen mit homozygotem Wildtyp-Allel, die signifikant friher erkrankten,
zeigte sich, dass sie, verglichen mit Patientinnen mit mindestens einem T-Allel, aber
signifikant langer Uberlebten (70,5 Monate versus 48,0 Monate; p= 0,03). (Abb. 15).
Dieser Unterschied ist unabhéngig von der ER-Expression. Die Einbeziehung des
Ostrogenrezeptors als Kofaktor ergab fiir Patientinnen mit Ovarialtumoren und positiver
ER-Expression eine langere Uberlebenszeit, wenn sie homozygot fiir das C-Allel sind,
gegenlber Frauen mit C/T- oder T/T-Genotyp. Gleichermalien konnte fir die Gruppe
der Patientinnen mit Tumoren ohne ER-Expression eine langere Uberlebenszeit fiir
Patientinnen mit dem Wildtyp-Allel nachgewiesen werden (Abb. 16). Jedoch sind die

Unterschiede statistisch nicht signifikant (Tab. 11).
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Abb.15: Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Allelstatus; SNP16620 (rs4252697)
Darstellung des Gesamtiiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen in Monaten mit

unterschiedlichem Genotyp; p=0,03.
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Abb. 16: Uberlebenskurven in Abhangigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus; SNP16620

(rs4252697)

Vergleichende Darstellung des Gesamtiberlebens der Ovarialkarzinompatientinnen in

Monaten  mit  unterschiedlichem  Genotyp und in  Abhé&ngigkeit
Ostrogenrezeptorstatus (ER-Expression).
oben: keine ER-Expression; p=0,18; unten: positive ER-Expression; p=0,17

vom
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Die Cox-Regression ermittelte fur Patientinnen mit mindestens einem T-Allel ein
signifikant 2fach héheres Risiko am Tumor zu versterben, gegeniiber Patientinnen, die
homozygot fur das C-Allel sind (p=0,03). Ebenfalls konnte fur die Gruppen der
Ovarialtumoren mit positiver und fehlender ER-Expression jeweils ein 2fach hdheres
Risiko fir Frauen mit C/T- und T/T-Genotyp, im Vergleich zu Frauen mit dem Wildtyp-
Allel nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich hier keine statistische Signifikanz
(p=0,17 fur ER positiv; p=0,19 fur ER negativ) (Tab. 11).

Um den Einfluss des p53-Mutations- und Proteinexpressionsstatus zu untersuchen,
wurde analog zu den anderen SNPs eine Aufteilung der Félle in 3 Gruppen
vorgenommen (siehe 4.2.3.3). Die Auswertung der Daten zeigte, dass Patientinnen mit
einem homozygotem C-Allel, und Tumoren mit Wildtyp-Gen ohne Expression
signifikant langer Uberlebten (76,9 Monate) als Patientinnen, deren Tumoren Wildtyp-
Gen mit Uberexpression (52,8 Monate) oder ein mutiertes p53-Gen aufwiesen (49,0
Monate; p=0,05) (Tab.10).

Tab. 10: Mittlere Uberlebenszeiten in Abhéngigkeit vom p53-Mutationsstatus;
SNP16620 (rs4252697)

Angabe der mittleren Uberlebenszeiten in Monaten in Abhangigkeit vom Genotyp und

des p53-Mutations- und Expressionsstatus.

C/C C/T+T/IT Gesamt

Wildtyp-Gen, keine Expression 76,9 68,0 76,3
Wildtyp-Gen, Uberexpression 52,8 33,7 47,0
mutiert mit/ohne Uberexpression 49,0 47,2 48,0
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Tab. 11: Zusammenfassung statistischer Ergebnisse der SNPs (Teil 1)

Angabe der mittleren Uberlebenszeiten in Monaten und des relativen Risikos mit den
dazugehorigen p-Werten in Abh&ngigkeit vom Allelstatus und der ER-Expression.

SNP Allelstatus  Mittlere p-Wert Relatives p-Wert
Uberlebens Risiko?

ER-Status -zeit!

9518

Gesamt TIT 61,2 0,58 1,19 0,59
C/T+CIC 60,8

ER - TIT 51,1 0,15 1,93 0,16
C/T+CIC 69,1

ER + TIT 69,9 0,59 0,78 0,59
C/T+CIC 48,6

31826

Gesamt GIG 57,6 0,14 1,58 0,14
AIG+AIA 66,8

ER - GIG 50,5 0,05 2,52 0,059
A/G+A/A 74,4

ER + GIG 61,5 0,99 0,99 0,99
A/G+A/A 50,4

16620

Gesamt C/C 70,5 0,03 0,5 0,03
C/IT+TIT 48,0

ER - C/iC 66,5 0,18 0,5 0,19
CIT+T/T 47,8

ER + C/C 63,4 0,17 0,54 0,17

C/T+T/T 44,5

! mittlere Uberlebenszeit in Monaten ermittelt in Kaplan-Meier-Analyse
2relatives Risiko ermittelt in Cox-Regressionsanalyse
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Tab. 12: Zusammenfassung statistischer Ergebnisse der SNPs (Teil 2)

Angabe des Diagnosealters in Jahren mit dem dazugehdrigen p-Wert in Abhangigkeit
vom Allelstatus und der ER-Expression.

SNP ER-Expression! Diagnosealter? p-Wert

Allelstatus

9518

Gesamt ER + 66,3 0,044
ER - 62,2

TT ER + 64,7 0,88
ER - 64,1

C/T+C/C ER + 66,8 0,027
ER - 61,4

31826

Gesamt ER + 66,4 0,49
ER - 62,4

G/G ER + 65,1 0,99
ER - 65,1

AIG+A/A ER + 67,7 0,005
ER - 59,4

16620

Gesamt ER + 66,2 0,044
ER - 62,1

C/C ER + 66,1 0,022
ER - 60,4

CIT+TIT ER + 65,7 0,84
ER - 66,4

! Status der Ostrogenrezeptorexpression der Tumoren
2 durchschnittliches Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung in Jahren

50



Kapitel 5 Diskussion

5. Diskussion
5.1 Einfluss der SNPs im MDMX-Gen auf das Erkrankungsalter

Mit der Identifizierung von MDMX wurde ein weiteres Onkogen beschrieben, das die
Transkriptionsaktivitat und Stabilitdt von p53 reguliert. Funktionelle p53- und MDM2-
Polymorphismen und deren Auswirkungen auf die Tumorinzidenz, -progression und
das Gesamtiberleben bei Ovarialkarzinompatientinnen wurden bereits beschrieben
(Grochola, et al. 2010). Demgegenuber ist die Datenlage zu Veranderungen im MDMX-
Gen gering. Es ist bekannt, dass sich das MDMX-Gen auf Chromosom 1 in einer
Region befindet, die in Ovarialkarzinomen h&ufig veréndert ist (Gallion, et al. 1990).
Demzufolge lag der Schwerpunkt dieser Arbeit in der Analyse verschiedener SNPs im
MDMX-Gen, um dessen Auswirkungen auf die Tumorentstehung und den
Krankheitsverlauf von Patientinnen mit einem malignen Ovarialtumor zu untersuchen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SNPs das Erkrankungsalter der
Ovarialkarzinompatientinnen mafgeblich beeinflussen. Es konnte fiir den SNP31826
nachgewiesen werden, dass Patientinnen mit dem selteneren Allel im Durchschnitt 5
Jahre friher (59,2 Jahre) erkrankten, als Patientinnen, die homozygot fur das Wildtyp-
Allel sind (64 Jahre). Dieser Unterschied ist zwar statistisch nicht signifikant, jedoch
deutlich als Trend erkennbar (p=0,087). Die weitere Unterteilung der Falle in zwei
Gruppen ergab fir Patientinnen mit mindestens einem A-Allel ein signifikant 8 Jahre
friheres Erkrankungsalter gegeniber Patientinnen mit dem Wildtyp-Allel (59,5 Jahre
versus 67,7 Jahre; p=0,005). Die zugrunde liegenden Daten wurden in die Arbeit von
Atwal et al. aufgenommen und um weitere Falle erweitert. Insgesamt untersuchte die
Arbeitsgruppe den Einfluss des SNP31826 an 110 Frauen mit einem invasiven
sporadischen Ovarialkarzinom. Dabei wurde ein durchschnittliches Erkrankungsalter
von 64 Jahren festgestellt. Dieses entspricht dem Erkrankungsalter, das wir ermitteln
konnten (64,4 Jahre) (Ergebnis nicht gezeigt). Verglichen mit unseren Daten, kam die
Studie beziglich des Allestatus zu ahnlichen Ergebnissen. Frauen, die homozygot fur
das Minorallel (A/A-Genotyp) sind, erkrankten signifikant durchschnittlich 9 Jahre friiher
als Patientinnen mit einem G/G-Genotyp (Atwal, et al. 2009, p=0,0137). Damit
zeichnete sich, im Vergleich zu unserer Arbeit, sogar ein groRerer, statistisch
signifikanter Unterschied ab. Eine mdgliche Ursache kénnte darin liegen, dass in der
Arbeit von Atwal et al. eine grol3ere Patientengruppe untersucht wurde. In diesem
Zusammenhang sind weitere Studien an anderen Patientenkollektiven notwendig, um
die erhobenen Ergebnisse zu bestatigen. Zusatzlich wurden von Atwal et al. auch 95
Frauen mit familiaren Ovarialkarzinomen untersucht. Das durchschnittliche

Erkrankungsalter betrug 52 Jahre und liegt unter dem Erkrankungsalter der Frauen mit
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sporadischen Ovarialkarzinomen. Auch hier zeigte sich, dass Frauen die homozygot
fur das seltenere Allel sind (A/A-Status), den Tumor im Durchschnitt 4-5 Jahre friher
entwickelten, verglichen mit Frauen, die homozygot fur das Wildtyp-Allel sind (G/G-
Status; p=0,0236). Atwal et al. postulierten weiterhin, dass viele SNPs innerhalb des
MDMX-Gens miteinander in Beziehung stehen. Diese Korrelation ist in der
kaukasischen Bevdlkerung starker als in der afrikanischen oder afroamerikanischen
Bevolkerung. Die Haplotypenanalyse der Falle ergab innerhalb der kaukasischen
Bevolkerung einen dominanten Haplotyp in 67% der Falle, jedoch nur zu einem
niedrigeren Prozentsatz (30%) innerhalb der afroamerikanischen Bevolkerung. Dies
lasst vermuten, dass die einzelnen Haplotypen unter positivem Selektionsdruck
entstanden sind (Atwal, et al. 2009). Auch die Arbeitsgruppe um Kulkarni et al.
beschéftigte sich mit dem Einfluss des SNP31826 im Intron 10 des MDMX-Gens an
zwei unabhangigen Kohorten von Mammakarzinompatientinnen. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter betrug in der ersten Kohorte fir den homozygoten Wildtyp (C/C) 52,7
Jahre, den heterozygoten Genotyp (C/T) 53,5 Jahre und der homozygoten Variante
(T/T) 53,8 Jahre. In der zweiten Kohorte wurde ein deutlich geringeres Diagnosealter
von 38,1 Jahren (C/C); 36,0 Jahren (C/T) und 36, 2 Jahren (T/T) ermittelt (p=0,17). Die
Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass Patientinnen mit Brusttumoren ohne ER-
Expression 4-5 Jahre friher erkrankten, als Patientinnen mit ER-positiven Tumoren.
Unter Kovarianz des Allelstatus konnte bei Tumoren ohne ER-Expression zusatzlich
ein friheres Erkrankungsalter fur Frauen mit dem selteneren-Allel ermittelt werden,
gegenlber Frauen mit mindestens einem C-Allel (Kulkarni, et al. 2009). Ein &hnliches
Ergebnis konnte in dieser Arbeit auch anhand des SNP9518 und des SNP16620
gezeigt werden. Patientinnen mit Tumoren ohne ER-Expression erkrankten signifikant
friher, als Frauen, deren Tumoren eine positive Ostrogenrezeptorexpression
aufwiesen (SNP16620: 5,7 Jahre; p=0,022; SNP9518: 10 Jahre; p=0,046).
Untersuchungen ergaben, dass sich im Intron 1 des MDMX-Gens ein zusatzlicher P2-
Promotor befindet, der die Transkription einer mRNA steuert, die fur eine lange
Proteinform kodiert (MDMX-L). Diese verfiigt Uber eine geringere p53-
Bindungskapazitdt und hemmt die p53-abhéngige Transkription in einem kleineren
Ausmald (Phillips et al., 2010). Der SNP9518 befindet sich in dieser Region. Durch
hohere Affinitat zum P2-Promotor kénnte das C-Allel verstarkt die Transkription der
neuen mMRNA induzieren und die Expression der langen Proteinform (MDMX-L)
verstarken. Bereits Bond et al. identifizierten einen funktionellen SNP309 im
Promotorbereich des MDM2-Gens und beschrieben dessen funktionelle Bedeutung fur

die Tumorentstehung (Bond, et al. 2004). Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass
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der Transkriptionsfaktor SP1 mit einer starkeren Affinitat an den G/G-Genotyp des
SNP309 bindet. Dies fuhrt zu einer erhéhten MDM2-mRNA Expression und einer
subsequenten Abschwachung des p53-Signalwegs (Bond et al., 2004). Im Gegensatz
zum MDMX-Gen wurde fiir MDM2 beschrieben, dass ein intakter Ostrogensignalweg
notwendig ist, um die Tumorentstehung zu beschleunigen. Tatsachlich besitzt MDM2
im Promotorbereich eine Ostrogenrezeptorbindungsstelle, sodass die Transkription der
MDM2-mRNA und die Proteinexpression hormonabhangig moduliert werden kann (Liu
et al., 2000, Kinyamu und Archer, 2003). Untersuchungen ergaben, dass das G-Allel
des SNP309 bei B-Zell-Lymphomen und Weichteilsarkomen mit einem friheren
Erkrankungalter fir Frauen, nicht aber fir Manner, verbunden ist (Bond et al., 2006).
Der humane Ostrogenrezeptor aus der Familie der nukledren Rezeptoren ist ein
Transkriptionsfaktor, deren Aktivitat allosterisch nach Ligandenbindung reguliert wird.
Nach Diffusion in die Zelle bindet Ostradiol an den Ostrogenrezeptor und es erfolgt
anschlieRend die Dimerisierung zweier ligandengebundener Rezeptormolekile. Erst
durch diese Dimerbildung kann der Rezeptor-Hormon-Komplex an seine spezifische
Ziel-DNA binden. Diese DNA-Sequenzen befinden sich in der Promotorregion der
Zielgene  (Kumar und Thompson, 1999). Im Folgenden gelang es,
Ostrogenrezeptorassoziierte Proteine und Koaktivatoren zu ermitteln, die die
Ostrogenrezeptorvermittelte Transkription weiter verstarken (Hanstein et al., 1996;
Anzick et al.,, 1997). Die Arbeitsgruppe um Bond et. al postulierten weiterhin, dass
Patientinnen mit einem homozygotem G-Allel im SNP309 und ER-positiven
Mammakarzinomen ihren Tumor im Durchschnitt 7 Jahre friher entwickelten, als
Patientinnen mit einem T/T-Genotyp. Demgegeniber konnte bei Patientinnen, deren
Brusttumoren nur eine geringe ER-Expression aufwiesen, kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden. Auch fir Ovarialkarzinompatientinnen konnte
gezeigt werden, dass das G-Allel des SNP309 nur bei starker ER-Expression mit
einem 8,5 Jahre friheren Diagnosealter verbunden ist (p=0,048), wéahrend fur
Ovarialkarzinome ohne ER-Expression kein Unterschied festgestellt werden konnte
(p=0,44; Bartel et al., 2008). Auch Galic et al. analysierten den Status des SNP309 an
150 Ovarialkarzinompatientinnen. In dieser Studie zeigte sich keine Korrelation des G-
Allels mit einem friheren Tumorauftreten. Jedoch wurde nicht untersucht, ob die ER-
Expression als Kofaktor die Karzinominzidenz der Patientinnen beeinflusst (Galic et al.,
2007). Fur SNPs im MDMX-Gen konnten bisher keine genauen Mechanismen
identifiziert werden, die die hormonabhangige Proteinexpression modulieren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit geben jedoch Hinweise, dass bestimmte Allele nur bei

Tumoren ohne ER-Expression mit einem friiheren Tumorauftreten korrelieren. Ein
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weiterer SNP (rs1380576) im Intron 1 des MDMX-Gens wurde durch die Arbeitsgruppe
um Sun et al. beschrieben. Sie untersuchten den Einfluss des SNP an Patienten mit
einem Prostatakarzinom. Dabei wurde keine Assoziation zwischen dem Allelstatus und
einem friiheren Erkrankungsalter festgestellt. Jedoch wiesen Patienten mit einem G/G-
Genotyp ein 1,5fach erhdhtes Risiko auf, das sich ihr Tumor zum Diagnosezeitpunkt in
einem hdheren Gleason-Score und damit in einem fortgeschritteneren Tumorstadium
befindet. Zusatzlich besteht ein hdheres Risiko flr die Entwicklung eines intermediate-
risk oder high-risk Prostatakarzinoms bei Mannern mit einem G/G- oder C/G-Genotyp
(Sun, et al. 2010). Zusammengenommen kann festgestellt werden, dass genetische
Veranderungen im MDMX-Gens einen Einfluss auf die Tumorentstehung besitzen und
das Erkrankungsalter der Patienten beeinflussen. Natirlich sind weiterfiihrende
Arbeiten notwendig, um die SNPs im MDMX-Gen an weiteren Patientenkollektiven zu

untersuchen und weitere Einflussfaktoren zu identifizieren.

5.2 Einfluss der SNPs im MDMX-Gen auf das Gesamtiberleben

Neben dem Erkrankungsalter wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss der SNPs auf
das Gesamtiberleben der Ovarialkarzinompatientinnen untersucht. In unserem
Kollektiv zeigte sich anhand des SNP16620, dass Frauen mit homozygotem Wildtyp-
Allel, bei denen ein signifikant friheres Erkrankungsalter nachgewiesen wurde,
paradoxerweise auch signifikant langer Uberlebten, als Frauen mit mindestens einem
selteneren Allel (70,5 Monate versus 48 Monate; p=0,03). Ebenfalls zeigte sich fir den
SNP31826, dass Patientinnen, die friiher erkrankten, deutlich l&anger tberlebten (74,4
Monate), als Patientinnen, die den Tumor spater entwickelten (50,5 Monate). Auch
dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,05). Eine mégliche Ursache kdnnte im
unterschiedlichen Wachstumsverhalten der Tumoren liegen. Demnach wirden
Patientinnen mit einem weniger aggressiven Ovarialkarzinom (zum Beispiel low-grade
Karzinom) langer Uberleben. Eine weitere Erklarung kénnte das klinische Stadium sein,
in dem sich die Patientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung befinden.
Patientinnen mit Ovarialtumoren in frihen Stadien (FIGO I-ll) weisen eine deutlich
bessere Uberlebenszeit auf, als Patientinnen in einem fortgeschrittenen Stadium (FIGO
I-1V). In diesem Zusammenhang waren weiterfihrende Arbeiten wiinschenswert, um
maogliche Kofaktoren, die einen Einfluss auf die mittlere Uberlebenszeit der
Patientinnen besitzen, zu identifizieren. Die Analyse des SNP9518 konnte keinen
Unterschied im Gesamtliberleben der Ovarialkarzinompatientinnen nachweisen.
Jedoch ergab die Auswertung des p53-Mutationsstatus und der p53-Proteinexpression,

dass Frauen, die homozygot fur das seltenere Allel sind, signifikant l&anger tGberlebten,
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wenn der Tumor ein Wildtyp-Gen ohne Proteinexpression aufwies (103 Monate),
gegeniiber Tumoren mit Wildtyp-Gen und Uberexpression (23 Monate; p=0,004). Ein
ahnliches Ergebnis zeigte sich auch fir die anderen SNPs, die in dieser Arbeit
untersucht wurden. Dabei korrelierte jeweils das homozygote Wildtyp-Allel bei
Tumoren mit intaktem p53 mit einer signifikant langeren Uberlebenszeit gegeniiber
Tumoren mit Wildtyp-Gen und Uberexpression (SNP31826: 93,5 Monate versus 34,7
Monate; p=0,03; SNP16620: 76,9 Monate versus 52,8 Monate; p=0,05). In der Literatur
gibt es widersprichliche Hinweise zur prognostischen Relevanz des p53-
Mutationsstatus und der p53-Proteinexpression bezuglich der Uberlebenszeit der
Ovarialkarzinompatientinnen. Analog zu unseren Ergebnissen zeigten andere Arbeiten,
dass eine p53-Proteiniiberexpression mit einer kiirzeren Uberlebenszeit assoziiert ist
(Roéhlke et al., 1997; Ozalp et al., 2000; Schildkraut et al., 2000). Demgegeniber
konnten andere Arbeitsgruppen keinen Zusammenhang herstellen (Kohler et al., 1993;
Eltabbakh et al., 1997; Darcy et al., 2008). Eine mogliche Ursache fur die
unterschiedlichen Studienergebnisse konnte das jeweilige Verfahren zur Bestimmung
der Proteinexpression sein. Die einzelnen Arbeiten verwenden unterschiedliche
Antikorper und die Auswertung der Farbmuster erfolgt subjektiv. Zusétzlich werden in
den Studien unterschiedliche cut-off-Werte festgelegt, um eine Proteinlberexpression
zu definieren. Ein weiterer Faktor liegt im unterschiedlichen Studiendesign der
Arbeiten. Das Patientenkollektiv unterscheidet sich zum Teil erheblich und Iasst einen

Vergleich der Studien nur bedingt zu.

5.3 Einfluss der SNPs im MDMX-Gen auf das rezidivfreie Uberleben

Derzeit ist eine Kombinationschemotherapie mit Cisplatin/Carboplatin und Paclitaxel
die Standardbehandlung nach zytoreduktiver Chirurgie. Uber 80% der Frauen
sprechen initial gut auf eine Chemotherapie an und nur ein geringer Anteil ist priméar
resistent gegentiber Chemotherapeutika (Agarwal und Kaye, 2003). Jedoch entwickelt
eine Vielzahl von Patientinnen wahrend der Behandlung eine Chemoresistenz.
Ergebnisse aus Zellkulturen geben Hinweise, dass verschiedene Chemotherapeutika
ein funktionsfahiges p53 bendtigen, damit Zellen die Apoptose einleiten kénnen (Lowe
et al., 1993; Hagopian et al., 1999). Das Tumorsuppressorgen besitzt demnach eine
Schlisselrolle in der chemotherapeutisch-induzierten Apoptose. Mutationen des p53-
Gens oder Veranderungen im p53-Signalweg konnten eine Chemoresistenz fordern.
Demzufolge sollte in dieser Arbeit auch untersucht werden, ob der Allelstatus einen
Einfluss auf das rezidivfreie Intervall der Ovarialkarzinompatientinnen besitzt. Der

Vergleich der molekularbiologischen Ergebnisse mit den klinischen Daten zeigte
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jedoch fir die in dieser Arbeit untersuchten SNPs keinen Zusammenhang. Auch unter
Kovarianz des Ostrogenrezeptorstatus konnte kein Unterschied im rezidivfreien
Uberleben ermittelt werden (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt). Demgegeniiber
konnte in einer Arbeit von Wynendaele et al., 2010 jedoch beschrieben werden, dass
ein SNP (rs4245739) im MDMX-Gen bei Ovarialkarzinompatientinnen mit einem
signifikant schlechteren rezidivfreien Intervall assoziiert war. Die Arbeitsgruppe
untersuchte erstmals einen SNP (rs4245739) im 3’-untranslatierten Bereich des
MDMX-Gens, der zur Bildung einer neuen Bindungsstelle fur die microRNA hsa-miR-
191 fuhrt. Diese microRNA wurde in hohen Konzentrationen in zahlreichen normalen
und karzinomatos veranderten menschlichen Geweben gefunden (Peltier und Latham,
2008) und ist auch in Ovarialkarzinomen exprimiert (Wynendaele, et al. 2010). In
biologischen Prozessen nehmen miRNAs eine wichtige Stellung in der Entwicklung,
Differenzierung und Proliferation von Zellen ein und sind wesentlich an der Regulierung
von zahlreichen Genen (Tumorsuppressorgene und Onkogene) beteiligt (Erson und
Petty, 2009). Bereits Chen et al. beschrieben einen potentiellen Einfluss fir SNPs in
der 3°-UTR Region auf die miRNA-vermittelte Genregulierung durch Veranderung der
MRNA-Stabilitaét und/oder der Translationseffizienz (Chen, et al. 2008). Dabei werden
die durch miRNAs gebundenen Ziel-mRNAs entweder direkt in ihrer Translation
gehemmt oder es erfolgt eine Markierung der mRNAs zum proteasomalen Abbau
(Bartel, 2004). Tatséachlich konnten Wynendaele et al. zeigen, dass das MDMX-C-Allel
die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der MDMX-mRNA durch Entwicklung
einer neuen hsa-miR-191 Bindungsstelle herabsetzt (Wynendaele, et al. 2010).
Entsprechend dieser Beobachtung war die MDMX-Proteinexpression in homozygoten
C/C-Ovarialkarzinomen niedrig, wahrend der A/A-Genotyp mit einer erhdhten
Expression der MDMX-mRNA korrelierte (Wynendaele, et al. 2010). Die Analyse
ergab, dass Ovarialkarzinompatientinnen mit A/A-Status und ohne ER-Expression
signifikant kirzer lebten (52 Monate versus 82 Monate) als Patientinnen mit
mindestens einem C-Allel (p=0,042). Zusatzlich war das rezidivfreie Intervall nach
adaguater Chemotherapie bei Patientinnen mit einem A-Allel und ER-negativen
Tumoren signifikant kirzer (18,7 Monate versus 50,6 Monate; p=0,012) und das Risiko
ein Tumorrezidiv zu erleiden, im Vergleich zu Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
und mindestens einem C-Allel, 4,1fach erhoht (p=0,02). Demgegenuber korrelierten
ER-positive  Tumoren bei A-Alleltragern nicht mit einem hoheren Rezidivrisiko
(Wynendaele, et al. 2010). In der Literatur gibt es leider keine weiteren
Untersuchungen, die den Einfluss von SNPs im MDMX-Gen auf das rezidivfreie

Intervall untersuchten, um die derzeitigen Ergebnisse an weiteren Patientenkollektiven
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zu bestétigen. Dartber hinaus existieren bekanntermalRen weitere Mechanismen, die
zu einer Chemoresistenz fihren kénnen. Reles et al. beschrieben, dass eine p53-
Uberexpression bei Ovarialkarzinompatientinnen signifikant haufiger mit einer
Chemoresistenz  assoziiert war, verglichen mit Patientinnen ohne p53-
Uberexprimierenden Tumor (p=0,001; Reles et al., 2001). Auf der anderen Seite
verursachen viele Chemotherapeutika DNA-Schaden, die in Zellen mit intaktem p53
eher repariert werden, als das eine Apoptoseeinleitung erfolgt. Daher mussten
Tumoren mit p53-Mutation besser auf eine Chemotherapie ansprechen. Tatsachlich
beschrieben Lavarino et al., dass Patientinnen mit p53-mutiertem Ovarialtumor eine
hohere Ansprechrate auf chemotherapeutische MalRRnahmen besitzen (86%) als
Patientinnen mit einem Wildtyp-Gen (47%) (Lavarino et al., 2000). Im Gegensatz dazu
zeigte Reles et al.,, dass Tumoren mit mutiertem p53 haufiger resistent gegenuber
einer platinhaltigen Chemotherapie sind, verglichen mit Tumoren, die Gber ein Wildtyp
p53-Gen verfligen. Zusatzlich korrelierte das verandertes p53-Gen mit einem
signifikant kurzeren progressionsfreien Intervall (p=0,037; Reles et al., 2001).
Polymorphismen  koénnen in  Abhangigkeit von der Genlokalisation die
Proteinexpression oder Proteinsequenz verandern. Demnach kénnten SNPs im p53-
Gen auch die Sensibilitdt der Tumorzelle auf ein Chemotherapeutikum beeinflussen.
Verschiedene Arbeiten untersuchten den Einfluss des Arg72Pro-Polymorphismus auf
das Tumoransprechen nach Chemotherapie. Die Arbeitsgruppe um Sullivan et al.
beschrieb eine héhere Apoptoseaktivitat in Zellen mit homozygotem Arginin-Status und
konnte bei Plattenepithelkarzinomen eine hohere Ansprechrate auf eine
Chemotherapie feststellen (Sullivan et al., 2004). Demgegenuber ermittelten andere
Studien, dass die Arg72-Variante geringer auf Chemotherapeutika anspricht, als die
Pro72-Variante (Bergamaschi et al., 2003; Vikhanskaya et al.,, 2005).
Zusammenfassend geben die Ergebnisse dieser Arbeit deutliche Hinweise, dass SNPs
im MDMX-Gen einen Einfluss auf die Entstehung und Progression von

Ovarialkarzinomen besitzen.
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6. Zusammenfassung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Analyse von SNPs im MDMX-Gen, um zu
untersuchen, ob diese einen Einfluss auf die Entstehung und den Krankheitsverlauf bei
Ovarialkarzinompatientinnen besitzen. Die Auswertung des SNP9518 ergab, dass
Patientinnen mit homozygotem C-Allel und Tumoren ohne ER-Expression signifikant
10 Jahre friher erkrankten (58,7 Jahre versus 68,2 Jahre) als Patientinnen mit einem
ER-exprimierenden Tumor (p=0,046). Bei Patientinnen mit SNP31826 und mindestens
einem Minor-Allel wurde der Tumor 8 Jahre fruher diagnostiziert, wenn keine ER-
Expression nachgewiesen wurde (59,4 Jahre versus 67,7 Jahre; p=0,005). Ein
ahnliches Ergebnis konnte auch fir den SNP16620 ermittelt werden. Patientinnen mit
Tumoren ohne ER-Expression erkrankten signifikant 6 Jahre fruher (60,4 Jahre)
verglichen mit Frauen, deren Tumoren einen Ostrogenrezeptor expremierten (66,1
Jahre; p=0,022). Des Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die SNPs
maRgeblich die durchschnittiche Uberlebenszeit der Ovarialkarzinompatientinnen
beeinflussen, jedoch nur bei Tumoren ohne ER-Expression. Frauen mit Wildtyp-
Genotyp und SNP31826 lebten signifikant kirzer (50,5 Monate) als Frauen mit
mindestens einem A-Allel (74,4 Monate; p=0,05). Patientinnen mit SNP16620 und
homozygotem Wildtyp-Allel wiesen ebenfalls eine signifikant langere Uberlebenszeit
auf bei Tumoren ohne ER-Expression (60,4 Monate versus 66,1 Monate; p=0,022).
Demgegeniuber konnte fiur Ovarialtumoren mit positiver ER-Expression kein
Unterschied im Erkrankungsalter oder der Uberlebenszeit nachgewiesen werden.
Insgesamt geben die Daten Hinweise, dass die Tumorentstehung in Abhangigkeit von
der Ostrogenrezeptorexpression moduliert wird. Ein interessantes Ergebnis zeigte sich
ausserdem bei der Analyse des p53-Mutations- und Proteinexpressionsstatus.
Patientinnen mit Tumoren, die Uber ein intaktes p53-Gen verfligen, wiesen eine
signifikant langere Uberlebenszeit auf, als Patientinnen mit Tumoren mit p53-Wildtyp
und Uberexpression. Zusammengenommen unterstreicht die Arbeit, das
Veranderungen im p53-MDMX-Signalweg die Tumorentstehung und den
Krankheitsverlauf der Ovarialkarzinompatientinnen beeinflussen. Weiterfuhrende
Studien an neuen Patientenkollektiven sind notwendig, um die vorhandenen
Ergebnisse zu bestatigen und weitere Mechanismen zu identifizieren. In Zukunft
kénnten SNPs im p53-Signalweg eine Bedeutung fiir die Diagnostik erlangen oder zur

Therapieoptimierung beitragen.
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Tabellenanhang

Tab. 13: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms (TNM- und FIGO-Klassifikation)
(Deutsche Krebsgesellschaft e.V., deutsche Gesellschaft fir Gynékologie und
Geburtshilfe, 2007)

T1 I Tumor begrenzt auf Ovarien
Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf
Tia A der Oberflache des Ovars
T1b B Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt;, kein
Tumor auf der Oberflache beider Ovarien
Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit
Tic IC | Kapselruptur; Tumor an Ovaroberflache oder maligne Zellen
im Aszites oder bei Peritonealspiilung
- ' Tumor beféllt ein oder beide Ovarien und breitet sich im
Becken aus
T2a A Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder
Tube(n)
T2b IIB | Ausbreitung auf andere Beckengewebe
T2¢ e Ausbreitung im Becken und maligne Zellen im Aszites oder
bei Peritonealspulung
Tumor beféllt ein oder beide Ovarien, mit histologisch
T3+/-N1 |1l nachgewiesenen Peritonealmetastasen auferhalb des
Beckens und/oder regionaren Lymphknotenmetastasen
T3a IlIA | Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
T3b B Makroskopische  Peritonealmetastasen  jenseits  des
Beckens, grofdte Ausdehnung </=2 cm
T3c Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, grofdte
+/- IlIC | Ausdehnung > 2 cm, und/oder regionare
N1 Lymphknotenmetastasen
NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionéren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen
M1 v Fernmetastasen (ausschliel3lich Peritonealmetastasen)
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Thesen

1. Trotz verbesserter Therapien ist das Ovarialkarzinom auch heute noch mit einer

hohen Mortalitatsrate und Rezidivneigung assoziiert.

2. Der p53-Signalweg hat einen Einfluss auf die Entstehung und Progression von

Ovarialkarzinomen.

3. Der SNP9518 im MDMX-Gen (rs3789052) beeinflusst das Erkrankungsalter von
Ovarialkarzinompatientinnen signifikant. Patientinnen mit homozygotem C-Allel und
Ovarialtumoren ohne ER-Expression erkrankten 10 Jahre friher, gegeniber
Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor (p=0,046).

4. Ovarialkarzinompatientinnen mit SNP31826 (rs1563828) und mindestens einem
Minor-Allel erkrankten signifikant friiher, wenn keine ER-Expression nachgewiesen
wurde, verglichen mit Patientinnen mit ER-positiven Tumoren (p=0,005).

5. Der SNP31826 besitzt eine Auswirkung auf die durchschnittliche Uberlebenszeit der
Ovarialkarzinompatientinnen bei Tumoren ohne ER-Expression. Frauen mit
mindestens einem mutiertem Allel Uberlebten signifikant langer als Frauen, die
homozygot fur das Wildtyp-Allel sind (p=0,005).

6. Der SNP16620 (rs4252697) hat eine Auswirkung auf das Erkrankungsalter der
Patientinnen mit homozygotem Wildtyp-Allel und Tumoren ohne ER-Expression. Sie
erkrankten signifikant 6 Jahre friiher als Patientinnen mit ER-exprimierenden Tumoren
(p=0,022).

7. Der SNP16620 beeinflusst das Uberleben der Ovarialkarzinompatientinnen.
Patientinnen mit homozygotem Wildtyp-Allel wiesen eine signifikant langere

Uberlebenszeit auf, als Patientinnen mit mindestens einem mutierten Allel (p=0,03).

8. Die Entstehung der Ovarialkarzinome wird in Abhangigkeit von der ER-Expression

moduliert
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