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1 Einleitung

1.1 EinfiUhrung: Gene und Krebs

Der Entstehung von Krebs liegt ein komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren
zugrunde. Neben dem Einfluss unterschiedlichster Umweltfaktoren beruht
Krebs vor allem auch auf einer Anhaufung genetischer Veranderungen in einer
Zelle bzw. in einem Zellverband. Die Veranderungen im genetischen Material
der Zellen kdénnen schon in der Keimbahn festgelegt sein, oder sie entstehen
erst als somatische Mutationen im Laufe der Zeit in bestimmten Zellen des Kor-
pers. Betroffene Gene kdnnen Tumorsuppressorgene sein, denen SchlUssel-
funktionen in sensiblen Abschnitten des Zellzyklus zukommen. Sie regeln kom-
plizierte und storanfallige Prozesse wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Zelltod. Andererseits konnen Protoonkogene, die durch Mutationen zu Onkoge-
nen aktiviert werden, direkt zur Wachstumsstimulation der Zellen flhren.
Kommt es aufgrund der genetischen Veranderungen zu einem Wachstumsvor-
teil der betroffenen Zellen, kann Krebs entstehen.

Die Tumorgenese auf genetischer Ebene wird von Knudson mit Hilfe der ,Zwei-
Treffer-Hypothese® erklart: Als ,erster Treffer” erfolgt eine Mutation in der Keim-
bahn oder in einer Vorlauferzelle der spateren Tumorzellen. Dadurch wird eine
Pradisposition geschaffen. Der ,zweite Treffer” findet in der somatischen Zelle

statt, was letztlich zur malignen Entartung und zur Tumorentstehung fiihrt.>



1.2 Das maligne Melanom

Diese genetischen Mechanismen der Tumorentstehung scheinen auch beim
kutanen malignen Melanom von Bedeutung zu sein. Das Melanom ist ein Tu-
mor, der durch unkontrolliertes Wachstum von pigmentbildenden Zellen, den

Melanozyten, entsteht.®’

Dieser invasiv wachsende Tumor gehort zu den bosar-
tigsten Neoplasmen der Haut. Aufgrund seiner Aggressivitat ist das Melanom in

metastasiertem Zustand auch heute noch schwer zu heilen.

1.2.1 Epidemiologie

In den letzten zwei Jahrzehnten ist die Epidemiologie des malignen Melanoms
vor allem durch zwei Trends gepragt worden: Einerseits zeigte sich eine weiter-
hin steigende Tumorinzidenz, andererseits kam es zu einem Absinken der Mor-
talitatsraten.

Es lasst sich in Industrienationen mit weilRer Bevolkerung eine drastische Zu-
nahme der Tumorinzidenz beobachten, ausgepragter als bei jedem anderen
Tumor.’® Wahrend in Queensland, Australien, die weltweit héchste Inzidenz mit
weit Uber 40 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner im Jahr und in den USA
Inzidenzraten von 10-20 Fallen pro 100 000 Einwohner im Jahr zu beobachten
waren, liegt Deutschland im weltweiten Vergleich an mittlerer Stelle. Hier stieg
die Inzidenzrate in den 90er Jahren von 6-8 in den 80er Jahren auf inzwischen
10-12 pro 100 000 Einwohner und Jahr an.'® Andererseits aber nehmen die
Mortalitatsraten ab, ebenso wie die durchschnittliche Tumordicke bei Diagnose
zunehmend geringer wird und die Tumoren in einem weniger invasiven Stadium
entdeckt werden, was wohl auf eine bessere Fruherkennung schlie3en
lasst.'®1853 Der Altersgipfel der Erkrankung liegt zwischen dem 50. und 60. Le-
bensjahr, wobei 22% der Melanome vor dem 40. Lebensjahr diagnostiziert wer-

den.™®



1.2.2 Risikofaktoren

Die Atiologie des malignen Melanoms ist multifaktoriell. Aus verschiedenen Be-
obachtungen lie3en sich einzelne exogene und endogene Faktoren bestimmen,
die das Risiko, an einem Melanom zu erkranken, deutlich erhdhen. Nach heuti-
ger Kenntnis ist der wichtigste exogene Faktor die UV-Sonneneinstrahlung. Es
hat sich gezeigt, dass die Inzidenzen in Regionen mit weilRer Bevdlkerung ent-
sprechend der Nahe zum Aquator und der damit verbundenen intensiveren
Sonneneinstrahlung wie in Australien oder den Sudstaaten der USA deutlich
hoher sind als in beispielsweise mitteleuropaischen Landern. Aul3erdem spielen
fur die Entwicklung von Melanomen neben intensiver intermittierender Sonnen-
bestrahlung schwere Sonnenbrande besonders in der Kindheit und Jugend eine
Rolle, die das Risiko um das 2 bis 3fache erhéhen .'>*°

Durch die Sonneneinwirkung wird auch die Bildung melanozytarer Navi indu-
ziert, wobei die Anzahl dieser den wichtigsten endogenen Risikofaktor dar-
stellt.’®2 Auch sind Menschen mit einem hellen Hauttyp, rotem Haar und blau-
en Augen nachweislich einem héheren Risiko fiir Melanome ausgesetzt.®? Da
bis zu 10% der Melanome besonders in Familien mit dem dysplastischen Na-
vussyndrom (DNS), familiar gehauft auftreten, liegt ein genetischer Hintergrund
als weiterer endogener Faktor nahe. Ein weiterer Hinweis fur den genetischen
Hintergrund als Risikofaktor ist, dass Menschen mit vom Melanom betroffenen
Angehérigen ein deutlich hdheres Risiko tragen, selbst daran zu erkranken.?
Die familiare Disposition scheint ein mindestens 2,2fach hoheres Risiko fur An-
gehorige mit vom Melanom betroffenen Verwandten zu bedingen, und das wohl

unabhéngig von anderen endogenen oder exogenen Risikofaktoren.'?



1.3 Die Erblichkeit der Melanomsuszeptibilitat

Die Entstehung der Melanomdisposition ist genetisch sehr heterogen. Im Fol-
genden wird dargestellt, wie erste Hinweise auf einen genetischen Hintergrund
der Melanomerkrankung schlieBlich zur Identifikation von einzelnen Genen fuhr-
ten. Dabei spielen im Rahmen der Melanomentstehung besonders Verande-
rungen in den Genen CDKN2A und CDK4 eine Rolle.

1.3.1 Historischer Uberblick

Der erste dokumentierte Hinweis fur die Erblichkeit des Melanoms findet sich in
einem Aufsatz von 1820.*® Darin wird das Krankheitsbild des malignen Mela-
noms in einer Familie mit Betroffenen in drei Generationen beschrieben. Die
Melanome seien jeweils aus einem der zahlreichen Navi der Betroffenen ent-
standen. In einem Fallbericht von 1952 wir das Auftreten des malignen Mela-
noms bei mehreren Familiemitgliedern geschildert und explizit die These geau-
Rert, es konne sich bei der familidren Haufung um eine erbliche Form der Tu-
morerkrankung handeln.” Es folgten eine Reihe weiterer Fallberichte, die eine
familiare Haufung von Melanomen erwahnen.?®"

Daran schloss sich die Beobachtung an, dass auch zwischen dem Auftreten
des dysplastischen Navussyndroms (DNS) und der Melanomdisposition in eini-
gen Familien ein Zusammenhang besteht.?*** Im Verlauf wurde der Anteil der
familidren Melanomerkrankungen auf 8-10% geschatzt.?’ Aufgrund dieser Hin-
weise wurden weitere Studien unternommen, um Melanomfamilien zu charakte-

risieren und die genetischen Faktoren der Erkrankung weiter zu beleuchten.

1.3.2 Kopplungsanalysen

Auf der Suche nach der genetischen Suszeptibilitat wurden Kopplungsanalysen
durchgefuhrt, um geeignete Loci zu identifizieren. Eine Gberzeugende Kopplung
von Markern auf Chromosom 9p21 zur Melanomdisposition wurde 1994 in 11
Familien aus Utah und Texas in den USA.® Dies konnte auch durch die Analyse

von australischen und hollandischen Familien untermauert werden.?>*® Somit



ist 9p21 ein Locus, der eine wichtige Rolle bei der Melanomdisposition spielt, im

Besonderen zeigen ca. 50% der Melanomfamilien eine Kopplung zu 9p21.

1.3.3 CDKN2A als Melanomsuszeptibilitatsgen

Nachdem die Linkage zu 9p21 bestatigt wurde, gelang die Identifizierung der
molekularen Beschaffenheit des Locus und somit eines ersten Gens mit Hilfe
von Positionsklonierung und Tumordeletionsstudien.*>*’ Dieses im Rahmen der
Melanomsuszeptibilitat entdeckte Gen erwies sich als identisch mit einem, das
kurz zuvor in einem anderen Zusammenhang isoliert wurde.* Es wurde vom
HUGO Nomenklaturkomitee als CDKN2A benannt, wobei es auch als p16,
INK4A oder MTS1 bekannt ist. Es fand sich eine weitere dazugehorige Se-
quenz auf p9, die als CDKN2B oder auch MTS2 bzw. p15, bekannt wurde.

5 PR O
S R o 5
& & a@-@’@“&’ Y&y

ceo [N NN X || || |

Abbildung 1: Topographie des Chromosoms 9. Genlocus 9p21 ist rot markiert.

CDKNZ2A besteht aus 3 Exons: Exon 1 mit einer Lange von 125 Basenpaaren,
Exon 2 mit 307 und Exon 3 mit 12 Basenpaaren Lémge.42 Die Transkriptionsre-
gulation von CDKNZ2A ist komplex, sie beinhaltet 2 Promotoren und mindestens
zwei unterschiedliche Transkripte. Dabei flhrt das a-Transkript zu dem 156 A-
minosauren langen Protein p16, wahrend sich durch ein alternatives Splicing
ein anderes Leseraster ergibt, welches Uber das [(-Transkript zum Protein
p14ARF fiihrt. 25448

Das von CDKNZ2A codierte Protein p16 spielt eine wichtige Rolle in der Regula-
tion des Zellzyklus. Es inhibiert spezifisch die Zyklin-abhangigen Kinasen CDK4
und CDK®6, die wichtige Kontrollfunktion besitzen. Sie reagieren ihrerseits mit
Kofaktoren wie Cyclin D. Gemeinsam erlauben sie ein Fortschreiten des Zyklus

von der G1-Phase in die S-Phase, wo die Zellteilung stattfindet. Somit wird er-



sichtlich, dass CDKN2A durch seine Interaktion mit den CDKs ein wichtiger
negativer Inhibitor des Zellzyklus ist. Einer der Hauptmechanismen, das Gen
CDKNZ2A zu inaktivieren, sind Deletionen. Diese wurden in vielen Zelllinien und
Tumoren unterschiedlichster Krebserkrankungen gefunden, darunter in bis zu
75% der Zelllinien von Melanomen.** AuRerdem konnten Mutationen in
CDKN2A nachgewiesen werden, die zu einer Inaktivierung und somit zu einem

selektiven Wachstumsvorteil der Tumorzellen fuhrten. Das so veranderte Prote-
in verliert dadurch seine Bindungskapazitit zu den CDKs.?*344%47:57 Der Verlust
dieser Funktion fuhrt zu einer unkontrollierten Zellproliferation, womit sich die

Vermutung, CDKN2A sei ein Tumorsuppressorgen, bestatigt.>>>*

CDKNZ2A ist ein Gen mit hoher Penetranz. In amerikanischen Untersuchungen
hat sich eine Penetranz von ca. 30% bis zum 50. Lebensjahr gezeigt. Das be-
deutet, dass dort 30% der Individuen mit Veranderungen im CDKN2A Gen auch
am Melanom erkranken. Diese Zahlen allerdings variieren stark je nach Land
und Kontinent und steigen mit zunehmender Inzidenz des malignen Melanoms
in den jeweiligen Landern an: Die Penetranz der CDKN2A Mutationen ab einem
Alter von 50 Jahren wurde mit 0,13 in Europa, 0,50 in den USA und im Ver-
gleich dazu mit 0,91 in Australien angegeben.®

Inaktivierende Mutationen in CDKN2A konnten vor allem in Familien mit mehre-
ren vom Melanom betroffenen Angehdrigen nachgewiesen werden. Die Mutati-
onsfrequenzen schwanken allerdings je nach Studie zwischen ca. 5% und Fre-
quenzen von (ber 80%.%>* Das hangt wohl zum einen mit den sehr unter-
schiedlich groRen Patientenzahlen und den klinischen Einschlusskriterien zu-
sammen, die nicht einheitlich sind und somit einen direkten Vergleich der Fre-
quenzen unmdglich machen. AuRerdem sind unterschiedlich hohe Frequenzen
zu erwarten zwischen Patientengruppen in denen eine Kopplung zu 9p21 nach-
gewiesen konnte und solchen, deren Status diesbezuglich unbekannt ist. Welt-
weit scheinen Keimbahnmutationen im Mittel in ca. 25% der familidren Falle
eine ursachlich an der Melanomentstehung beteiligte Rolle zu spielen, wobei
die Mutationsfrequenz mit Zunahme der Anzahl der Betroffenen ansteigt.”® Da

auffallig mehr Familien eine Kopplung zu der chromosomalen Region 9p21



aufweisen als CDKN2A-Keimbahnmutationen nachgewiesen werden konnten,
wurde in dieser Region nach weiteren Genen gesucht. Analysen der Promotor-
region von CDKN2A konnten jedoch keine relevanten Mutationen nachweisen,
so dass Veranderungen in diesem Bereich keine signifikante Rolle zu spielen

scheinen.®?

Eine weitere Gruppe mit hoher Melanomsuszeptibilitat sind Betroffene, die an
mehreren primaren Melanomen erkranken. Jedoch konnten Studien, die Patien-
ten mit multiplen Melanomen im CDKN2A Gen untersucht haben, auch hier nur
geringe Mutationsfrequenzen im Bereich von ca. 10% nachweisen %%, und das,
obwohl viele der Patienten in diesen Studien auch eine positive Familienanam-
nese bezlglich des Melanoms aufwiesen.

Die Keimbahnmutationen scheinen relativ spezifisch flr die Hochrisikogruppe
des familiaren Melanoms zu sein. Zwar machen sporadische Melanome mehr
als 90% aller Melanomerkrankungen aus. Die Mutationsfrequenz bei diesen
Patienten aber liegt bei lediglich ca. 0,02%, so dass in dieser Gruppe andere
Faktoren, vor allem die Sonnenexposition, eine bedeutendere Rolle zu spielen
scheinen. Im Vergleich hierzu lasst sich in Australien flr die Gesamtpopulation
eine Frequenz der Keimbahnmutationen von 1: 10 000 (0.01%) berechnen.’
Neben inaktivierenden Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des Proteins
p16 fuhren, konnten im CDKN2A Gen auch Polymorphismen nachgewiesen
werden. Diese Bewirken aber keine Veranderung der Aminosauresequenz und
fuhren somit wohl auch grofdten Teils nicht zu einer Veranderung in der Expres-
sion des Proteins. Ein Einfluss auf das Melanomrisiko kann aber nicht ausge-

schlossen werden.'

1.3.4 CDK4 als Melanomsuszeptibilitdtsgen

Im Zellzyklus besitzt auch die Kinase CDK4 Kontrollfunktion dartiber, ob die
Zelle aus der G1-Phase in die S-Phase eintritt. Das Gen CDK4, das fur diese
Kinase kodiert, liegt auf Chromosom 12q14.*° Bisher konnten weltweit erst drei
Mutationen in CDK4, Exon 2 ausfindig gemacht werden und das auch nur in

Familien mit mehreren am Melanom erkrankten Mitgliedern. Zunachst wurde



eine somatische Mutation entdeckt, in der Melanomentstehung eine Rolle

t.53 Neben einer von Soufir et al. 1998 beschriebenen Keimbahnmutation

spiel
% zeigten Funktionsstudien zu der von Zuo et al. 1996 in Melanomfamilien ent-
deckten Keimbahnmutation, dass diese zu einem gestdrten Bindungsverhalten
der CDK4-Domaine zu p16 fuhrt. Dies hat eine fehlende Inhibition der CDK4
zufolge, woraufhin geschlossen wurde, dass es sich bei dem CDK4-Gen um ein
Onkogen handelt.®®” Trotz hoher Penetranz der CDK4-Mutationen scheinen
diese aufgrund ihres geringen Vorkommens bezulglich der Melanomentstehung

eine weitaus geringere Rolle zu spielen als Veranderungen in CDKN2A.""20:5

Jedoch scheint zur Melanomentstehung ein Zusammenspiel vieler Faktoren
notig, da, wie oben dargelegt, Keimbahnmutationen in den Genen CDKN2A und
CDK4 nur einen kleinen Teil der Melanomdisposition erklaren.

Weitere Gene, die im Zusammenhang mit Hautpigmentierung, Zellwachstum
und DNA-Reparatur stehen, sowie der Umweltfaktor UV-Strahlung scheinen

das Melanomrisiko wesentlich zu beeinflussen und zu modifizieren.®’

1.4 Das maligne Melanom im Zusammenhang mit anderen Tu-

morerkrankungen

Die Melanomdiposition wird oft im Zusammenhang mit anderen Tumorerkran-
kungen und familidaren Tumorsyndromen beschrieben. Neben einem scheinbar
gehauften Auftreten von Brustkrebs, Karzinomen der oberen Luftwege und
gastrointestinalen Tumorerkrankungen zeigt sich ein besonders starker Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten der Melanomerkrankung und Pankreas-
krebs. Dabei tritt dieser Zusammenhang vor allem beim familiarem Melanom

bzw. in Familien auf, die nachgewiesenermallien CDKN2A-Mutationstrager sind
3,38



1.5 Ziel der Arbeit

Veranderungen in den Genen CDKN2A und CDK4 sind weltweit ursachlich an
der Melanomsuszeptibilitat beteiligt. Dabei spielt das Gen CDKN2A eine weit-
aus bedeutendere Rolle als das CDK4-Gen.

Ziel dieser Arbeit ist es vor allem, erstmals den Beitrag dieser Gene und ihrer
Keimbahnveranderungen zur Melanomentstehung in einem deutschen, 207
Patienten umfassenden, Studienkollektiv zu ermitteln.

Hierfur wird das Erbgut von Patienten untersucht, die bestimmte, als Risikofak-
toren in der Melanomentstehung anerkannte, klinischen Kriterien aufweisen und
anhand dieser unterschiedlichen Risikogruppen zugeordnet werden kdnnen.

Mit Hilfe von molekulargenetischen Methoden sollen Keimbahnveranderungen
im Studienkollektiv nachgewiesen werden. Dabei ist interessant, welches
Spektrum an genetischen Veranderungen im Kollektiv analysiert werden kann
und in welcher Haufigkeit Mutationen aber auch Polymorphismen auftreten.

Die einzelnen Risikogruppen lassen auf einen unterschiedlich starken geneti-
schen Hintergrund der Erkrankung schlieRen. Vor allem bei familiaren Mela-
nompatienten liegt die Vermutung nahe, Veranderungen in den Melanomsus-
zeptibilitatsgenen CDKN2A und CDK4 nachweisen zu kdnnen, aber auch Pati-
enten mit multiplen primaren Melanomen und Melanompatienten mit von ande-
ren Tumorerkrankungen betroffenen Verwandten scheinen eine genetische

Disposition aufzuweisen.
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2 Studienteilnehmer, Material und Methoden

2.1 Studienteilnehmer

Die Studienteilnehmer sind Patienten der Universitats-Hautklinik Tabingen. Bei
jedem Patienten ist die Diagnose der Melanomerkrankung histologisch gesi-
chert und die Angaben dazu inklusive der schriftlichen arztlichen Befunde dar-
uber liegen vor. Auch wurden andere Erkrankungen, insbesondere weitere

Krebserkrankungen der Patienten, erfasst.

2.1.1 Stammbaumanalyse

Insgesamt wurde von 375 Patienten eine Stammbaumanalyse in mindestens
drei Generationen angefertigt. Dabei notierte Daten enthalten anamnestische
Angaben Uber Anzahl sowie Erkrankungen und Todesursache der Verwandten
ersten und zweiten Grades der Patienten. Aullerdem wurden Erkrankungsalter
und Lebensalter der Verwandten erfragt, wobei der Schwerpunkt auf den
Krebserkrankungen in der Familie lag. Diese Angaben wurden zum Grol3teil
anamnestisch erfasst, in einigen Fallen liegen arztliche Befunde Uber die Art der

jeweiligen Krebserkrankungen der Verwandten vor.

Aus diesem Gesamtkollektiv sollten anhand von Merkmalen wie weitere Mela-
nomerkrankungen in der Familie, mehrere primare Melanome eines Patienten
und andere Krebserkrankungen in der Familie einzelne Risikogruppen definiert
werden.

Mit Hilfe dieser Auswahl sollten gezielt Patienten untersucht werden, bei denen
der genetische Hintergrund fur die Erkrankung eine wahrscheinlich wichtige
Rolle spielt.

Beispielhaft sind die Stammbaume der einzelnen Risikogruppen in Abbildung 2

veranschaulicht.
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| Familires Melanom | | Multiples Melanom | | 1°Verwandter mit Krebs |

Abbildung 2: Beispiele fur Stammbaume der Risikogruppen FMM, MMM und
FDRc (M: Melanom; c: Cancer; FMM, MMM und FDRc: siehe Abklrzungsver-

zeichnis).

2.2 Material und Methoden

2.2.1 DNA-Praparation

Von jedem Patienten lagen Blutproben vor, die bei -80°C bis zur Verarbeitung
gelagert wurden. Um fUr die genetische Analyse von Keimbahnmutationen ge-
nomische DNA zu gewinnen, wurde diese mit Hilfe mehrer Arbeitsschritte aus
sich im Vollblut befindlichen Leukozyten extrahiert. Zur Praparation der DNA
aus den bei -80°C gelagerten EDTA - Vollblutproben a 9ml wurde zunachst das
Blut aufgetaut. Um die Erythrozyten zu lysieren, folgte eine Inkubation der Pro-
ben mit 35 ml RBCL 10 Minuten bei Raumtemperatur; anschlieRend das Zentri-
fugieren fur 10 Minuten bei 4000 RPM und 15°C. Das bewirkte eine Sedimenta-
tion der bei der Lyse intakt gebliebenen Leukozyten. Nach Abschiitten des U-
berschusses wurde das dabei entstandene Leukozytenpellet mit 6ml WBCL
versetzt, bei 37°C im Rattler Gber Nacht inkubiert und nach Zugabe von 2ml
PPL bei 4000 RPM und 25°C 10 Minuten zentrifugiert, um so die DNA von den
ausgesalzenen Proteinen zu trennen. Im Anschluss daran erfolgte eine Zugabe

von 7 ml 100% Isopropanol, wodurch sich nach Schwenken des Gefalles die
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DNA ausfallen lie®. Zum Lésen der extrahierten DNA eignete sich nach dem
Trocknen die Zugabe von 1ml TE-Puffer. Die Proben konnten nun nach noch-
maligem Zentrifugieren bei 2000 RPM und 10°C im Kuhlraum gelagert werden.
Um sicherzustellen, dass bei dieser Methode kontinuierlich genugend DNA far
die folgenden Analysen extrahiert werden konnte, ist fur jede Probe die photo-
metrische Bestimmung der Konzentration der gelésten DNA erfolgt. Dabei er-
wies es sich als gunstig, eine je nach DNA-Konzentration der einzelnen Probe
eine individuelle Verdunnung der gelosten DNA 1:100 mit destilliertem Wasser
(AMPUWA®) herzustellen. Somit stand fur die weitere Analyse der Proben ge-
nomische DNA von 50 ng/ul zur Verfiigung.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine schnelle und effektive molekular-
biologische Methode, um spezifische Nukleinsauresequenzen eines dop-
pelstrangigen DNA-Stranges zu amplifizieren. Spezifische Startermolekile, so
genannte Primer, hybridisieren an definierte Stellen denaturierter und somit als
Einzelstrang vorliegender DNA. Eine Polymerase katalysiert die Neusynthese

eines komplementaren DNA-Stranges.

Die Reaktionen finden unter bestimmten Bedingungen in Thermocyclern statt,
wobei die drei wichtigsten Schritte der PCR in so genannten Zyklen mehrfach
wiederholt werden. Zunachst erfolgt die Denaturierung des DNA-
Doppelstranges bei 94°C. Es folgt die Primerhybridisierung, die auch als ,An-
nealing“ bezeichnet wird, bei fir den zu amplifizierenden Abschnitt geeigneten
Temperaturen, in der Regel zwischen 50-65°C. Hier binden die Primer an defi-
nierte Stellen der Einzelstrang-DNA. Sie dienen der Polymerase als Startermo-
lekdle. In der sich anschlielfenden Extensionsphase herrscht bei 72°C die opti-
male Temperatur fir die hitzestabile Tag-Polymerase, die in 5°-3"-Richtung
neue Nukleotide anfligt und so einen komplementaren Strang synthetisiert.
Durch vielfaches Wiederholen dieser drei Schritte wird die als Vorlage dienende
Nukleinsauresequenz der Matrizen-DNA exponentiell amplifiziert und steht so in

grolien Mengen weiteren Untersuchungen zu Verfligung.
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2.2.2.1 Primerdesign

Primer sind synthetische Oligonukleotide, die an Einzelstrang-DNA binden und
der Polymerase als Startermolekile fir die Synthese eines neuen Stranges
dienen. Um eine bestimmte Sequenz der vorliegenden DNA zu amplifizieren,
mussen die Primer spezifisch fur diese Sequenz passend hergestellt werden.
Dabei werden zwei unterschiedliche Primer verwendet. Zum einen wird der
Forward-Primer so ausgewahlt, dass er eine komplementare Struktur zu dem
am 3'Ende an die Sequenz angrenzenden Bereich hat. Der Reverse-Primer ist
komplementar zu dem Bereich, der sich an das 5’'Ende der zu amplifizierenden
Sequenz anschlie3t. So markieren die Primer im Genom den Anfang und das

Ende der zu amplifizierenden Sequenz.

Zur optimalen Auswahl der Primer fur die PCR der gewunschten CDKN2A- und
CDK4-Sequenzen wurde das Softwareprogramm ,Primer 3 herangezogen, das

im Internet unter http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cqgi frei zu-

ganglich ist und das bei der Primerkonstruktion die wichtigen Parameter fir eine

qualitativ hochwertige PCR berucksichtigt.

Die Sequenzen der Primer, die bei der Amplifikation der jeweiligen Exons der
Gene CDKN2A und CDK4 benutzt wurden, findet sich in den Tabellen 1,2,3 und
4.

2.2.2.2 PCR-Bedingungen

Um spezifische und quantitativ ausreichende PCR-Produkte zu erzielen, mus-
sen einige entscheidende Parameter der PCR-Protokolle optimiert sein. Unter
anderem spielt die Annealing-Temperatur eine bedeutende Rolle, die in der
Regel 5°C unterhalb der Schmelztemperatur der Primer liegen sollte. Durch
mehrfache Probeldufe der PCR bei schrittweise ansteigenden Temperaturen
konnten geeignete Temperaturen fur den Schritt der Primerhybridisierung ermit-

telt werden.
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Gute Resultate lieRen sich durch den Einsatz eines Enhancers (PCRx Enhan-
cer System von Invitrogen™) erzielen, der dem Reaktionsgemisch beigefligt
wurde und ein spezifischeres Annealing ebenso wie eine hohere Thermostabili-
tat der Polymerasen und eine breitere Annealing-Temperatur gerade in CG-
reichen Regionen ermdglichte.

Fir die PCR wurde ein Thermocycler PTC 200 von MJ Research, Watertown,
USA eingesetzt.

Da sich das CDKN2A-Gen in einer chromosomalen Region mit hohem Gehalt
an CG-Basenpaaren, der das Bindungsverhalten der DNA andert, befindet,
kommt fur jedes der Exons ein eigenes PCR-Protokoll zu Anwendung. Fur das
Exon 2 des CDK4-Gens erwies sich das gleiche PCR-Protokoll wie das fur E-
xon 3 des CDKN2A-Gens als geeignet.

FiUr die Ansatze von 50 ul wurden jeweils 2 pl der in TE-Puffer gelosten geno-
mischen Proben-DNA verwendet. Die Reaktionsmischung bestand aus den je-
weiligen spezifischen Forward- und Reverse-Primern, dNTPs, PCR-Puffern,
Enhancer sowie je nach Gen und Exon MgCl, oder MgSO, und Tag-
Polymerase (Invitrogen ™) bzw. Platinum Tag-Polymerase (Invitrogen ™). Als
Losungsmittel diente destilliertes Wasser. Die genauen Volumen- und Tempe-
raturangaben konnen den Tabellen 1,2,3 und 4 entnommen werden.

Aulerdem zeigen die Tabellen 1,2,3 und 4 die fur das jeweilige Gen und Exon
benutzten PCR-Bedingungen. Im Anschluss an die DNA-Denaturierung bei
94°C folgten 36 Zyklen mit den jeweils geeigneten Annealing- und Extensions-

temperaturen und darauf die Abkiuhlung auf Raumtemperatur.
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Tabelle 1. PCR-Bedingungen CDKN2A, Exon 1

Cycler Modus Mastermix
MJR-PTC200 Calculated ul L mal
10 x Puffer
Temp Time Zyklen 4 2.5 mM dNTPs
Denaturation 94 °C 3 1.5 50 mM MgSO;,
Denaturation 94 °C 45° 5 je 2 uM Primer
Annealing 58 °C 45" 36 x 5  Enhancer
Elongation 68 °C 45° 0.3 Polymerase PlatinumTagq
Final Elong. 68 °C 5°¢ 21.2 Aqua
Final Denat. 94 °C 5° 47 Mastermix
3 Template (50ng/ul)
Primer-For AAGAGGAGGGGCTGGCTG 50  Gesamtansatz
Primer-Rev. CCCTGCAAACTTCGTCCTC Produkt: 315 bp
Tabelle 2: PCR-Bedingungen CDKNZ2A, Exon 2
Cycler Modus Mastermix
MJR-PTC200 Calculated ul 2
mal
10 x Puffer
Temp Time Zyklen 2.5 mM dNTPs
Denaturing 94 °C 3 1.5 50 mM MgSOQ4
Denaturing 94 °C 45° 5 je 2 uM Primer
Annealing 58 °C 45° 36 x 5 Enhancer
Elongation 68 °C 45° 0.3  Polymerase PlatinumTagq
Final Elong. 68 °C 5° 212  Aqua
Final Denat. 94 °C 5¢ 47 Mastermix
3 Template (50ng/ul)
Primer-For CACCCTGGCTCTGACCATTC 50  Gesamtansatz
Primer-Rev. GCTCTCAGGGTACAAATTCTCA Produkt: 380 bp




Tabelle 3: PCR-Bedingungen CDKNZ2A, Exon3

Cycler Mastermix
MJR-PTC200 Calculated ul L mal
5 10 x Puffer
Temp Time Zyklen 4 2.5 mM dNTPs
Denaturing 94 °C 3 4 25 mM MgCl;
Denaturing 94 °C 45° 5 je 2 uM Primer
Annealing 54 °C 45" 36 x 0 Enhancer
Elongation 72°C 45° 0,25 Polymerase (Expand-
HiFi)
Final Elong. 72 °C 5¢ 23,75 Aqua >
Final Denat. 94 °C 5° 47 Mastermix
3 Template (50ng/ul)
Primer-For TAGGGACGGCAAGAGAGGAG 50 Gesamtansatz
Primer-Rev. AAACTACGAAAGCGGGGTG Produkt: 209 bp
Tabelle 4. PCR-Bedingungen CDK4, Exon 2
Cycler Mastermix
MJR-PTC200 Calculated pl L mal
5 10 x Puffer
Temp Time Zyklen 4 2.5 mM dNTPs
Denaturing 94 °C 3 4 25 mM MgCl;
Denaturing 94 °C 45" 5 je 2 yM Primer
Annealing 54 °C 45° 36 x 0 Enhancer
Elongation 72°C 45" 0,25 Polymerase (Expand
HiFi)
Final Elong. 72 °C 5° 23,75 Aqua >
Final Denat. 94 °C ‘ 47 Mastermix
3 Template (50ng/ul)
Primer-For TAGGGACGGCAAGAGAGGAG 50  Gesamtansatz

Primer-Rev  AAACTACGAAAGCGGGGTG

Produkt: 209 bp
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2.2.2.3 Kontrolle der PCR-Produkte durch Gelelektrophorese

Um zu kontrollieren, ob bei der PCR spezifische Produkte entstanden sind,
wurden je Probe 5pl des PCR-Produktes auf ein Agarosegel (2%) aufgetragen.
Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde das Gel im Ethidiumbromid-Bad

angefarbt, die Produkte unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit einem Lan-

genstandard verglichen sowie photographisch dokumentiert.

2.2.2.4 Gensequenzen von CDK4 und CDKN2A

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die codierenden Gensequenzen von CDKN2A

und CDK4 mit den Stellen, an denen die Primer gelegt wurden.

CDK4 Exon 2

actgggagcg
ttgttgctge

taggg
attggtgtcg
gtggccctca
agcacagttc

gtgag

ggggatggga
aggtcatacc

tctceccttga
gtgcctatgg
agagtgtgag
gtgaggtggc
aaggtggtgg

Nikleotidposition: 1021-601

tgctggtggt
atcctaactc
tctgagaatg
gacagtgtac
agtccccaat
tttactgagg

agggttgggc

gttctttgcg
tgtaagcgac
gctacctctc
aaggccggtg
ggaggaggag
Cgactggagg
gtggggagta

cttttttttt gggagtccct
Tttt

gatatgagcc agtggctgaa
atccccacag tggccacttt
gtggaggagg ccttcccatc
cttttgagca t
aagggaaaag acagcctata

Abbildung 3: Gensequenzen CDK4. Die jeweiligen Primer sind grin markiert,

die codierende Exonsequenz ist rot markiert.
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CDKN2A Exon 1 Ex1-For + Ex1-Rev; Nikleotidposition: 19801-20221

ccccttgect
ggctcttccg
ggcggaccge
agcagcatgg
gccgeggecce
aacgcaccga

gcaggggatg
gcttcgattc

ggaaagatac
ccagcaccgg
gtgcgctcgg
agccggceggce
ggggtcgggt
atagttacgg
gcgggegact
tccggaaaaa

cgcggtccct
aggaagaaag

ccagaggatt
aggaggggct

tgagggacag
ggctggtcac

cggctgcgga
ggggagcagc
agaggaggtg
tcggaggcecg
ctggaggacy

gagggggaga
atggagcctt
cgggcgctgce
atccaggtgg
aagtttgcag

gcaggcagcg
cggctgactg
tggaggcgag
gtagagggtc
gggaattgga

ggggaggctt

cctggggagt

tttcagaagg

CDKN2A Exon 2 Ex2-For+ Ex2-Rev; Nikleotidposition: 23461-24001

ttggaaactg
ttggcggtga
ctgaccattc
gctgctgctc
gcacgacgct
gcggetggac
ccatcgcgat
tgcccgeata

ccctgagagce
gaccagtctc

gaagcaaatg

gggggctcta
tgttctctct
cacggcgcegg
gcccgggagyg
gtgcgcegatg
gtcgcacggt
gatgccgegg
ttccaaagct
cggtcttgcc

taggggtaat
cacaagcttc
ggcaggtcat
agcccaactg
gcttcctgga
cctggggeceg
acctgcgcgce
aaggtccctc
cagagcattc
tcagctcacg

tagacacctg
ctttccgtca
gatgatgggc
cgccgacccc
cacgctggtg
tctgceccgtg
ggctgcgggg
aggtgaggac
attttccagc
cgccaatcgg

gggcttgtgt
tgccggeccc
agcgcccgag
gccactctca
gtgctgcacc
gacctggctg
ggcaccagag
tgatgatctg

ggtcggaggg
cagagggtgg
ggcggcggagyg
gctggccacg
ggcgctgecc
tgcagcggga
atcaggtagc
ggtttgtaat

gggggtctge
caccctggct
tggcggagcet
cccgacccgt
gggccgggge
aggagctggg
gcagtaacca
agaatttgta

acagaaagtt
tgggacggcc

CDKN2A Exon 3 Ex3-For + Ex3-Rev; Nikleotidposition: 26341-27121

agcgcttgag
cagggaggtg
ttatccataa
acatctttga
attgaaagaa
ggtcctacag
agaaaataga
accgtaaatg
acaccgcttc
agcgcacatt
atgacaagca
actgctagca
ctcatttatt

cggtcggege
tgggagagceg
gtatttcaat
cctcaggttt
ccagagaggc
ggccacaact
gcttttaaaa
tccatttata
tgccttttca
catgtgggca
ttttgtgaac
aatggcagaa
gtcaacattt

gcctggageca
gtggcggcegg
gccggtaggg

gccaggcggayg
gtacatgcac

acggcaagag

cagtggacta
gtgaagccat
2ggagggcgg

ctaacgcctg
tctgagaaac
gccececcgeca
atgtcctgcc
tcatttttta
ctgtgttgga
tttcttgcga
tagggaagct
ccaaagctca
attgagcacc

ttttctttct
ctccggaaac
caacccaccc

gccctctgeca
ttagatcatc
cgctttcgta

cagcccggga
tgagtctccc

gctgctggac
tgcgagaact
gatgtgccac
gacatccccg
agtcaccgaa
gttttcattt

ttttaacgta
tatattctta
gttttctgga
gcctcgeage
caggggggtt
aataaaaata
tattacaaca

gatatatgcc
taaaaatgta
gtgagcacac
ctccggaagce
actggcttct
aaataatttt
atttcatcgc

ttccceccact
aaaaagaaaa
tcacgcccta
tgtcgacttc
cttgagtcac
cattcattca
atggaagaca

Abbildung 4. Gensequenzen CDKN2A. Die jeweiligen Primer sind grin mar-

kiert, die codierenden Exonsequenzen sind rot markiert.
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2.3 DHPLC: Denaturating High Performance Liquid
Chromatography

2.3.1 Das Prinzip des WAVE™-Systems

Die DHPLC ist eine sensitive, schnelle und kostenglinstige Methode, die die
automatisierte Detektion von DNA-Sequenzvarianten, Insertionen und Deletio-
nen erlaubt. Sie beruht auf dem Prinzip der Flussigkeitschromatographie, wobei
DNA-Fragmente mit Hilfe des WAVE™-Systems ihrer GroRe nach aufgetrennt
werden . Die zu analysierenden DNA-Fragmente in Form von PCR-Produkten
werden zusammen mit der mobilen Phase, die aus unterschiedlichen Puffern
besteht, mit Hilfe einer Hochdruckpumpe durch die Saule, die stationare Phase,
geleitet. Im Anschluss daran werden sie von einem UV-Detektor erfasst.

Der Hauptbestandteil eines DHPLC-Gerates (Transgenomic WAVE™ DNA-
Fragment Analysis System, USA) ist die aus Polystyren-Divinylbenzen-
Polymeren (PS-DVB-Partikel) bestehende Saule DNASep® (Transgenomic,
USA), an der die Auftrennung der DNA-Fragmente stattfindet. Die Saulenparti-
kel sind elektrisch neutral und hydrophob. Damit DNA, die negativ geladene
Phosphodiestergruppen besitzt, an der Saule binden kann, sind so genannte
Brickenmolekule nétig, die in dem so genannten lonenpaar-Reagenz enthalten
sind. Hierfur eignet sich Triethylammoniumacetat (TEAA), das Bestandteil der
mobilen Phase ist und dessen positiv geladene Ammoniumionen mit den nega-
tiven Phosphodiestergruppen der DNA interagieren. Gleichzeitig konnen die
Alkylketten der TEAA-Molekuile and die hydrophobe Oberflache der Saulenmat-
rix binden. Somit wird die hydrophobe stationare Phase durch die Anheftung
eines lonenpaar-Reagenzes in einen dynamischen lonenaustauscher umge-
wandelt.

Ein wichtiger Faktor bei der Fragmentauftrennung ist die Temperatur in der
Saule, da mit steigender Saulentemperatur auch die Retentionszeiten fur die
Fragmente ansteigen.

Weiterhin ist fur die Retentionszeit der Fragmente die Zusammensetzung der

mobilen Phase von Bedeutung. Sie besteht aus den zwei verschiedenen Puf-
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fern A und B, die unterschiedliche Konzentrationen an Acetonitril (ACN) mit den
TEAA-Molekulen enthalten. Die Acetonitrilkonzentration und das Verhaltnis die-
ser beiden Puffer zueinander ist deshalb wichtig, weil die hydrophobe Wech-
selwirkung zwischen der stationaren Phase und den Alkylresten der Brucken-
molekule mit steigender Konzentration von Acetonitril in der mobilen Phase ab-
nimmt. AuRerdem nimmt die negative Ladung der DNA-Molekile mit ihrer Lan-
ge zu. Langere DNA-Fragmente konnen mehr TEAA-Molekule binden und wer-
den daher in Abhangigkeit zur Acetonitrilkonzentration starker und langer an der
Saule festgehalten als kurzere.

So ergeben sich bei bestimmten Bedingungen wie einer geeigneten Temperatur
der Saule, bestimmter Acetonitrilkonzentration und abhangig von der Lange der
DNA-Fragmente unterschiedliche Retentionszeiten ®°. Die Fragmente werden
nach Auswaschen aus der Saule mit Hilfe eines UV-Detektors erkannt und die
Signale in digitale Werte umgewandelt. Diese werden in Chromatogrammen
graphisch veranschaulicht und stellen sich zum Beispiel als charakteristische

Abfolge von Peaks dar, die DNA-Fragmenten entsprechen.

2.3.2 Mutationssuche mit dem WAVE™-System

Individuen mit heterozygoten DNA-Mutationen oder Polymorphismen weisen
neben einem unveranderten DNA-Strang Nukleotidveranderungen auf dem
komplementaren Strang der Doppelstrang-DNA auf. Somit betragt das Verhalt-
nis von Wildtyp-DNA zu mutanter DNA 1:1. Wird die Doppelstrang-DNA bei
Temperaturen um 95° denaturiert, kommt es beim anschlieRenden Abkulhlen
zur Rehybridisierung der Strange, wobei sich Homo- und Heteroduplices bilden.
Es hat sich gezeigt, dass Heteroduplices ein anderes Bindungsverhalten zur
Saule aufweisen und bei geringeren Acetonitrilkonzentrationen zu kirzeren Re-
tentionszeiten fihren als Homoduplices. Dies fuhrt zu charakteristischen Peaks
in den Chromatogrammen, die auf eine Sequenzvariation in dem DNA-
Fragment hinweisen. Die optimale Temperatur fur die Analyse muss berechnet
werden und liegt fur sehr AT- und GC-reiche Sequenzen zwischen 48° und 68°

C. Von der Temperatur hangt die Sensitivitit der Methode ab ®*.
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2.3.3 DHPLC-Analyse der Gene CDKN2A und CDK4: Bedingungen

Far die Sensitivitat der Methode ist die Temperatur der Saule ausschlaggebend.
Um eine Vorhersage bezuglich der optimalen Temperatur fur die Analyse jedes
einzelnen Exons der Gene zu bekommen, wurde das ,DHPLC-Melt-Program*
benutzt, das im Internet unter http://insertion.stanford.edu/melt.ntml zur Verfu-
gung steht (Peter Oefner Stanford Genome Technology Center, 855 California
Avenue Palo Alto, CA 9434 USA). Anhand der jeweiligen Exonsequenz berech-
net es mit Hilfe von bestimmten statistischen Parametern die geeignete
Schmelztemperatur. Mittels mehrer Testlaufe im WAVE ™-System mit Wildtyp-
DNA und Positivkontrollen wurde die durch das ,DHPLC-Melt-Program® er-
rechnete Temperatur weiter optimiert. Anhand von Positivkontrollen wird Uber-
pruft, ob Sequenzveranderungen, also die Bildung von Heteroduplices, in ver-
schiedenen Schmelzdomanen des DNA-Fragmentes erkannt werden. Mithilfe
der WAVEmaker 3.4°- Software konnten fiir eine bestimmt Temperatur charak-
teristische Schmelzkurven ermittelt und dargestellt werden. Abbildung 2 zeigt
die Schmelzkurven der jeweiligen Exons bei unterschiedlichen Temperaturen.
Der Vergleich mehrerer Schmelzkurven flr dicht beieinander liegende Tempe-
raturen ergab die am besten geeignete Schmelztemperatur. Die Bedingungen
fur die DHLC Analysen der Gene CDKN2A und CDK4 sind in den Tabellen 5-8
zusammengestellt. Ihnen kénnen die bei der jeweiligen Schmelztemperatur be-
nutzten Anteile der Puffer A und B im zeitlichen Verlauf entnommen werden. Im
DHPLC Verlauf wurden PCR-Produkte bei den ermittelten Schmelztemperatu-
ren denaturiert. Das sich anschliel}ende Abkuhlen der Proben auf Raumtempe-
ratur ermoglichte die Bildung von Homo- und Heteroduplices der DNA-Strange.
Im Anschluss daran wurden je Probe 5ul der PCR-Produkte automatisch in das
DHPLC-Gerat eingespritzt und so Uber die Saule (DNASep®, Transgenomic,
Ohmaha, USA) geleitet. Mit Hilfe des integrierten UV-Detektors wurden die
Fragmente mit ihren unterschiedlichen Retentionszeiten erfasst und konnten als

Chromatogramme graphisch dargestellt werden.
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Abbildung 5: Schmelzkurven des Gens CDKN2A, Exon 1, 2, 3 und
CDK4, Exon 2, erstellt mit Hilfe der WAVEmaker 3.4®- Software.
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Tabelle 5: DHPLC Bedingungen CDKN2A, Exon1

65°C 68°C
t (min) % A % B t (min) % A % B
0.0 50 50 0.0 53 47
0.5 45 55 0.5 48 52
5.0 36 64 5.0 39 61
5.1 0 100 5.1 0 100
5.6 0 100 5.6 0 100
5.7 50 50 5.7 53 47
6.8 50 50 6.8 53 47
Tabelle 6: DHPLC Bedingungen CDKN2A, Exon 2
64°C 67°C 70°C
t %A | %B t %A | %B t %A | %B
(min) (min) (min)
0.0 50 50 0.0 51 49 0.0 53 47
0.5 45 55 0.5 46 54 0.5 48 52
5.0 36 64 5.0 37 63 5.0 39 61
5.1 0 100 5.1 0 100 5.1 0 100
5.6 0 100 5.6 0 100 5.6 0 100
5.7 50 50 5.7 51 49 5.7 53 47
6.8 50 50 6.8 51 49 6.8 53 47

Tabelle 7: DHPLC Bedingungen
CDKN2A, Exon 3

63°C

t(min) | %A % B
0.0 54 46
0.5 49 51
5.0 40 60
5.1 0 100
5.6 0 100
5.7 54 46
6.8 54 46

Tabelle 8: DHPLC Bedin-
gungen CDK4, Exon 2

62°C

t(min)| %A % B
0.0 54 46
0.5 49 51
5.0 40 60
5.1 0 100
5.6 0 100
5.7 54 46
6.8 54 46
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2.5 Positivkontrollen

Durch den Einsatz von DNA-Proben mit bekannten Mutationen als Positivkon-
trollen je Exon konnte der DHPLC-Verlauf eingeschatzt werden. Diese wurden
freundlicherweise von Frau Professor B. Bressac de Paillerets (Institute Gusta-
ve Roussy in Villejuif, Frankreich) bereitgestellt. Die eingesetzten Kontrollen

sind in Tabelle 9 zusammengestellt.

CDKN2A Exon 1 CDKN2A Exon 2 CDKN2A Exon 3 CDK4 Exon 2
G71C IVS1-G4C G500C Arg24His
C142A Arg99Pro

IVS1+ G37C C241A
G442A

Tabelle 9: Positivkontrollen - Mutationen in CDKN2A und CDK4

2.6 Sequenzieren

DNA-Proben, die in der DHPLC-Analyse auffallige Chromatogramme aufwie-
sen, wurden mittels der Sequenziermethode weitergehend untersucht, um die
Sequenzveranderung moglicher Mutationen und Polymorphismen zu bestatigen

bzw. eventuell falsch positive Ergebnisse nach Mdglichkeit auszuschliel3en.

2.6.1. Das Sequenzierverfahren

Anhand der DNA-Sequenzierung lasst sich die genaue Abfolge der Nukleotide
in einem DNA-Fragment bestimmen. Sie beruht auf dem Kettenabbruch— bzw.
Didesoxynukleotidverfahren. Nach Denaturierung als Einzelstrang vorliegende
DNA hybridisieren daran Primer, und unter Zusatz von dNTPs synthetisiert eine
Polymerase den komplementaren Strang. Auf3erdem werden kleine Mengen an
Didesoxynucleosid-Triphosphaten (ddNTPs) hinzugeflgt. Der Einbau eines
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ddNTPs fuhrt zum Abbruch der DNA-Doppelstrangsynthese. Es ist fur jedes der
vier verschiedenen ddNTPs eine getrennte Reaktion notwendig, an deren An-
schluss die Produkte auf ein Tragermaterial aufgetragen und die Fragmente
durch Gelelektrophorese nebeneinander ihrer Lange nach aufgetrennt werden.
Nach Sichtbarmachen der Fragmente kann man die Nukleotidsequenz in den

einzelnen Spuren ablesen.

2.6.2 Kontrolle auffalliger DHPLC-Proben durch Sequenzieren

Proben, die in der DHPLC-Analyse auffallig waren, wurden im Anschluss daran
sequenziert. Als Vergleich wurden die Positivkontrollen herangezogen. Dies gilt
fur die PCR-Produkte des Gens CDKN2A, Exon 1 und 2 sowie fuir das CDK4-
Gen, Exon 2. Eine Ausnahme stellen die das Exon 3 des CDKN2A-Gens betref-
fenden Proben dar, die nicht mit der Sequenziermethode nachuntersucht wur-
den und somit in ihrer Zuverlassigkeit nur eingeschrankt zu beurteilen sind.

Es wurden 1ul der jeweiligen DNA-Verdlinnungen zunachst gereinigt, erneut mit
PCR und den jeweils gleichen Primern amplifiziert und im Anschluss nochmals
gereinigt. Diese Proben konnten mit Hilfe eines speziellen Sequenzieransatzes,
der auch fluoreszenzmarkierte ddNTPs enthielt, mittels einer Sequenzier-PCR
vervielfaltigt werden. Nach Reinigen dieser Produkte mittels Ethanolfallung er-
folgte die Analyse der zu sequenzierenden PCR-Produkte unter Benutzung des
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyser, wobei die Interpretation der Ergebnisse

mit Hilfe der GeneScan Analysis Software 3.5 moglich wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Stammbaumanalyse: Risikogruppen

Aus der 375 Patienten umfassenden Datensammlung wurden 317 Patienten
berlcksichtigt. Dies waren 317 unselektierte Patienten; sie wurden zufallig far
eine Teilnahme and der Studie gewonnen.

Fir die Auswahl zur molekulargenetische Untersuchung im CDKN2A Gen und
dem CDK4 Gen wurden aus den 317 unselektierten Patienten 207 Patienten
ausgewahlt, die folgendes Merkmal aufwiesen: Alle haben mindestens einen
erstgradig Verwandten mit einer Krebserkrankung.

Innerhalb der Gruppe von 207 Patienten wurden anhand von Risikofaktoren
folgende drei Untergruppen gebildet: 43 Patienten, die innerhalb ihren erstgra-
dig Verwandten mindestens einen mit Melanomerkrankung oder Pankreaskrebs
aufwiesen, wurden als familidare Melanompatienten (FMM) einer Gruppe zuge-
ordnet. 19 Patienten, die selbst an mindestens zwei oder mehr primaren Mela-
nomen erkrankt waren, bildeten die Gruppe der multiplen Melanompatienten
(MMM). 145 Melanompatienten konnten keiner dieser beiden Gruppen zuge-
ordnet werden, und wurden zur dritten Gruppe zusammengefasst. Sie haben
jedoch alle mindestens einen erstgradig Verwandten mit Krebs (FDRc).

Drei Patienten wiesen sowohl multiple Melanome als auch erstgradig Verwand-
te mit Melanomerkrankungen auf. Sie wurden ausschliel3lich der Gruppe famili-
ares Melanom (FMM) zugeordnet.

Die Anzahl der Melanompatienten innerhalb der einzelnen Risikogruppen wird

in Abbildung 6 veranschaulicht.
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Abbildung 6: Anzahl der Melanompatienten innerhalb der Risikogruppen Fami-
liares Melanom (43), Multiples Melanom (19) und Patienten mit an Krebs er-

krankten erstgradigen Verwandten (149).

3.2 DHPLC Ergebnisse des Mutationsscreenings in CDKN2A
und CDK4

Zur Analyse der drei Exons des Gens CDKN2A und Exon zwei von CDK4 wur-
den die mit Hilfe der PCR vervielfaltigten definierten Abschnitte der Patienten-
DNA mittels DHPLC auf genetische Variationen hin untersucht. Dabei wurden
die durch genetische Varianten bedingten veranderten Retentionszeiten mit

Hilfe von Chromatogrammen graphisch dargestellt.

Die abgebildeten Chromatogramme (Abbildungen 3-6) zeigen zum einen den
normalen Verlauf einer DHPLC einer Wildtyp-DNA. Im Vergleich dazu lasst sich
erkennen, wie Sequenzvarianten die Aufzeichnung verandern. Zum einen wer-
den die untersuchten Positivkontrollen gezeigt. Dadurch konnte nachgewiesen
werden, dass die DPHLC unter den gewahlten Bedingungen in dem jeweiligen

Gen in der Lage war, Varianten zu erfassen. Die in der zu untersuchenden Pa-
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tienten-DNA mittels DHPLC entdeckten genetischen Veranderungen konnten
somit im Vergleich mit dem Wildtyp und den Positivkontrollen identifiziert wer-
den.

In den Abbildungen 4-7 werden beispielhaft die Ergebnisse des Screening in
den einzelnen Exons der Gene CDKN2A und CDK4 der DHPLC-Untersuchung
gezeigt. Es lassen sich die je nach genetischer Variante veranderten Kurven

der Retentionszeiten mit dem Wildtyp vergleichen.

3.2.1 DHPLC Verlauf von CDKN2A

Genetische Varianten lieBen sich in den Untersuchungen mittels DHPLC im
CDKN2A Gen darstellen. Hier zeigte sich im Exon 1 die Veranderung
clVS1+37G->C (siehe Abbildung 4) im Intronbereich eines Patienten aus der
Risikogruppe FDRc. Im Exon 2 dieses Gens liel3 sich der Polymorphismus A-
la148Thr darstellen. Er konnte bei einem der 19 Patienten mit multiplen malig-
nen Melanomen (MMM) und bei drei Patienten der 146 Falle umfassenden Ri-
sikogruppe FDRc gefunden werden. Im Gesamtkollektiv tritt er mit einer Fre-
quenz von ca. 2% auf. Das Chromatogramm ist in Abbildung 4 wiedergegeben.
Die meisten Sequenzvarianten zeigten sich im Exon 3 des Gens CDKN2A. Die
Variante ¢500G>C (siehe Abbildung 6) ist mit einem Auftreten von ca.30% im
Gesamtkollektiv der am haufigsten dargestellte Polymorphismus. ¢500G>C
konnte in 10 von 43 untersuchten familiaren Fallen (FMM) sowie bei 7 von 19
Patienten mit multiplen malignen Melanomen (MMM) und bei 46 von 145 Pati-
enten mit sporadischem Melanom (FDRc) gefunden werden. Der Polymorphis-
mus c540C>T tritt mit einer Gesamtfrequenz von ca. 8% im Kollektiv auf. Diese
Variante konnte in 6 der familiaren Falle (FMM) nachgewiesen werden sowie
bei drei der Patienten mit multiplen malignen Melanomen (MMM) und bei 9 Pa-
tienten aus der Gruppe FDRc. Der Verlauf der DHPLC mit Nachweis der Vari-
ante c540C>T ist in Abbildung 5 wiedergegeben. Mit einer Frequenz von 14%
im Gesamtkollektiv wurde die Variante c569C>T, die schon auf3erhalb des co-
dierenden Bereiches von Exon 3 liegt, relativ oft nachgewiesen. Sie zeigte sich
in 7 der familiaren Falle (FMM) und konnte bei drei der Patienten aus der Grup-

pe MMM sowie bei 20 Patienten mit sporadischem Melanom (FDRc) mittels
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DHPLC ermittelt werden. Beispielhaft ist dieser Polymorphismus in Abbildung 6
dokumentiert. AuRerdem traten bestimmte Polymorphismen im Exon 3 in Kom-
bination auf. Mit einer Frequenz von 6% liel3en sich die Varianten c540C>T und
c569C>T gemeinsam bei Patienten nachweisen. Ebenso zeigte der DHPLC-
Verlauf das gemeinsame Auftreten der Polymorphismen c¢500G>C und
c540C>T in drei der familidren Falle und bei einem Patienten aus der Gruppe
FDRc. Tabelle 11 vermittelt einen Uberblick tber die Anzahl der Polymorphis-
men in den einzelnen Risikogruppen und die jeweilige Frequenz im Gesamtkol-

lektiv.

3.2.2 DHPLC Verlauf in CDK4

Im Gen CDK4 konnte bei keinem der Patienten des Studienkollektivs eine ge-
netische Veranderung nachgewiesen werden. Abbildung 7 zeigt beispielhaft
den Wildtyp der untersuchten Sequenz in der DHPLC. Auflerdem ist der
DHPLC Verlauf der Positivkontrolle Arg24His dokumentiert.

3.3 Sequenzieren

Die Proben mit Auffalligkeiten in DHPLC Chromatogrammen wurden einzeln
sequenziert. Dabei konnte in allen Fallen der jeweilige in der DHPLC erkannte
Polymorphismus bestatigt werden. Dies wurde nicht fur das Exon 3 im CDKN2A
Gen durchgefuhrt.
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Abbildung 7: DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 1, bei 68°C.
X-Achse: Retension time in Minuten; y-Achse: Intensity (mV).
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Abbildung 8: DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 2, bei 64°C, 67°C und 70°C.
X-Achse: Retension time in Minuten; y-Achse: Intensity (mV).
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Abbildung 9: DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 3, bei 62°C.
X-Achse: Retension time in Minuten; y-Achse: Intensity (mV).
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Abbildung 10: DHPLC-Verlauf CDK4, Exon 2, bei 63°C.
X-Achse: Retension time in Minuten; y-Achse: Intensity (mV).
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Tabelle 11: Ergebnistbersicht der Polymorphismen in CDKN2A mit Anzahl und
Frequenz dieser in den Risikogruppen (+: Nachweis eines Polymorphismus, -:
kein Nachweis eines Polymorphismus).

Ge-
Poly- FMM | FMM | MMM | MMM | FDRc | FDRc | samt- Fre-
morphismen + - + - + - anzahl |quenz
Exon1
IVS1+37G>C 0 43 0 19 1| 144 1 1%
Exon 2
Alal48Thr 0 43 1 18 3| 142 4| 1,90%
Exon 3
30,24

500G>C 10 33 7 12 46 99 63 %
540C>T 6 37 3 16 9] 136 17| 8,16%
569C>T 7 36 3 16 20| 125 30| 14%
540C>T +

569C>T 2 41 3 16 8| 137 13 6%
500G>C +

540C>T 3 40 0 19 1] 144 41 1,90%
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4 Diskussion

4.1 Die Studienergebnisse im Vergleich zur Literatur

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Beitrag der Gene CDKN2A und CDK4
in Zusammenhang mit der Melanomsuszeptibilitat in einem deutschen Studien-
kollektiv zu beleuchten. In beiden Genen konnten keine krankheitsverursachen-
den Mutationen nachgewiesen werden. Die genetische Analyse erbrachte Po-

lymorphismen in CDKNZ2A.

4.1.1 Das Studiendesign und die Methodik

Auf der Suche nach einer moglicher Erklarung fur das Fehlen von Mutationen in
dem hier untersuchten Studienkollektiv erscheint es empfehlenswert, das Stu-
diendesign genauer zu hinterfragen.

Zunachst lasst sich die Anzahl der untersuchten Patienten diskutieren. Insge-
samt wurde die DNA von 207 Patienten analysiert. Darunter befanden sich 43
familiare Melanompatienten sowie 19 Teilnehmer mit multiplen Melanomen.
Einen Uberblick tiber die in den jeweiligen Mutationsstudien untersuchten Pati-
enten, besonders im Hinblick auf das familiare Melanom, bietet die Tabelle 10.
Daraus wird ersichtlich, dass im Vergleich zu anderen europaischen, aber auch
US-amerikanischen und australischen Studien die hier untersuchten Patienten
ungefahr in der Mitte liegen, was die Anzahl betrifft. Andere Studien untersuch-
ten zwischen 14 und ca. hundert familiarer Falle. Eine Ausnahme bildet die
australische Studie, die 482 familiare Melanompatienten im Gen CDKN2A gesc-
reent hat.’ Allerdings konnten in diesen anderen, selbst kleinen Kollektiven wie
in der italienischen Untersuchung von lediglich 14 familiaren Fallen mehrfach
Mutationen nachgewiesen werden.'®

Da die Anzahl der untersuchten Probanden allein nicht ausschlaggebend ist, gilt
es, die Art der Datenerhebung sowie die klinischen Einschlusskriterien in die
einzelnen Risikogruppen mit denen anderer Studien zu vergleichen und in Fra-

ge zu stellen.
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Zunachst einmal scheint die Art, auf die die hier vorliegenden anamnestischen
Daten gewonnen wurden, relativ zuverlassig zu sein. Die Patienten wurden in
einem personlichen Gesprach befragt und mit Hilfe von Stammb&umen konnten
Erkrankungen in der Familie mit besonderer Bedeutung der Melanomerkran-
kungen dokumentiert werden. Diese anschauliche Art ermdglichte es den Pati-
enten moglicherweise eher als beim Ausflllen von Fragebdgen, sich an die Er-
krankungen in der Familie zu erinnern. Auch wenn die Datenerhebung naturlich
vor allem auf anamnestischen Daten beruht, so sind alle Melanomerkrankungen
der Patienten selbst und viele der Melanome der Verwandten durch einen histo-
logischen Bericht gesichert. Eine wesentliche Uber- bzw. Unterschatzung der
im Kollektiv vorhandenen Melanomerkrankungen aus diesen durfte somit nicht
stattgefunden haben.

Die klinischen Einschlusskriterien dieser Studie waren folgende: Als familiare
Falle wurden Patienten klassifiziert, die mindestens einen erstgradig Verwand-
ten mit Melanom bzw. Pankreaskrebs hatten. AulRerdem wurden die Patienten
mit multiplen Melanomen in einer Gruppe zusammengefasst. Alle anderen wa-
ren an einem Melanom erkrankt und wiesen in der Familienanamnese Ver-
wandte mit anderen Krebserkrankungen auf. Drei Patienten hatten sowohl mul-
tiple Melanoma als auch Angehorige mit Melanomerkrankungen. Sie wurden
zur Gruppe der familiaren Melanome gerechnet und somit nur einmal gezahlt.
Weiterhin wurden keine miteinander Verwandten Patienten in die Gruppe des
familiaren Melanoms einbezogen. Postuliert wurde ein besonders starker gene-
tischer Hintergrund vor allem fur die familiaren Falle. Ein Grund, die Definition
der familiaren Falle in Frage zu stellen, kann im Einschluss der Pankreaskrebs-
erkrankung zu den familiaren Kriterien liegen: Immerhin 10 der Patienten wur-
den aufgrund dessen zur Gruppe des familidaren Melanoms gezahlt, dass sie
einen an Pankreaskrebs erkrankten Verwandten angaben. Auch wenn der Zu-
sammenhang zwischen CDKN2A Mutationen und Pankreaskarzinomen wie
schon dargelegt besteht, spielt er mdglicherweise dennoch keine sehr grolie
Rolle und mindert somit die Wahrscheinlichkeit, Mutationen in diesem Kollektiv

zu finden.
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Aulerdem ergab die Stammbaumanalyse, dass alle hier untersuchten familia-
ren Patienten nur einen weiteren am Melanom Erkrankten Verwandten hatten.
Andere Studien definieren familiare Falle erst dann als solche, wenn mehr als
zwei Verwandte ebenfalls am Melanom erkrankten bzw. wenn ein erstgradig
Verwandter im Alter unter 50 Jahren am Melanom erkrankte.*****® Gerade in
australischen Studien war die Anzahl der Betroffenen Verwandten sehr grol3.
Die familiare Gruppe konnte teilweise sogar in weitere Untergruppen unterteilt
werden, wobei sich mit ansteigendem familiarem Risiko auch die Pravalenz der
Mutationen erhéhte.” Es bleibt die Frage, ob in europdischen Landern mit ge-
ringerer Sonnenexposition der Patienten und geringeren Inzidenzen des Mela-
noms schon ein betroffener Verwandter fur die Diagnose des familiaren Mela-

noms ausreicht.

Weiterhin gilt es, die hier verwendete molekulargenetische Screeningmethode
der DHPLC zur Detektion von Mutationen zu evaluieren.

Die DHPLC hat sich in Bezug auf Sensitivitat, Spezifitat, Schnelligkeit und Kos-
ten gegenuber herkdbmmlichen Methoden bei der Suche nach DNA-
Sequenzvarianten, die zur Bildung von Heteroduplices fuhren, klar Gberlegen
gezeigt. Die Effektivitat der Mutationsdetektion von DHPLC wird mit einer De-
tektionsrate von ca. 95% im Vergleich zu Detektionsraten anderer Methoden
wie der SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism Analysis) mit nur ca.
80%.>%*° Bedenken gegeniiber einem Einsatz der DHPLC bei der Analyse des
aufgrund seines Reichtums an CG-Basenpaaren CDKN2A Gens konnten nicht
bestatigt werden. Die Literaturrecherche ergab, dass die Methode bei der Su-
che nach Mutationen speziell im CDKN2A Gen schon erfolgreich eingesetzt
wurde und dabei als verlassliche Methode bewertet werden konnte.*® Um sicher
zu gehen, die genetischen Varianten richtig zuordnen zu kénnen, wurden die
Ergebnisse mit Hilfe des direkten Sequenzierens noch einmal nachkontrolliert.
Diese Methode konnte in allen Fallen die in den DHPLC Chromatogrammen
dargestellten Polymorphismen bestatigen. Eingeschrankt beurteilbar bleibt le-

diglich das CDKN2A Exon 3, das in dieser Studie nicht sequenziert wurde. Auf-
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grund der Ubereinstimmenden Ergebnisse in den anderen Exons jedoch lasst

sich von einer sehr geringen Fehlerquote ausgehen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aufgrund der GroRe der Risikogrup-
pen und der eingesetzten sensitiven und spezifischen Methode DHPLC Mutati-
onen zumindest bei familiaren Fallen vor allem in CDKN2A zu erwarten gewe-
sen waren. Schlie3lich konnten auch viele andere europaische Studien Mutati-
onen nachweisen. Offen bleibt, inwieweit das Einschlusskriterium einer grof3e-
ren Anzahl betroffener Verwandten in diesem deutschen Kollektiv die Ergebnis-
se verandert hatten. Sicherlich mussen diese klinischen Charakteristika in ei-
nem Land mit im weltweiten Vergleich relativ geringer Sonneneinstrahlung wei-
ter diskutiert werden, auch wenn eine positive Familienanamnese zweifelsohne

ein wichtiger Risikofaktor ist.

4.1.2 Mutationen bei familiaren, multiplen und sporadischen Melanompa-

tienten

Keimbahnmutationen in CDKN2A konnten hier in keiner der Risikogruppen
nachgewiesen werden. Wie eingangs schon erwahnt, ist es ein Gen mit hoher
Penetranz, das einen wichtigen Beitrag zur Melanomdisposition leistet. Worin
sind weitere Grinde fur die im Studienkollektiv fehlenden Mutationen zu su-
chen?

Zunachst einmal erscheinen die Ergebnisse die Risikogruppen des sporadi-
schen (FDRc) und des multiplen Melanoms nicht sehr zu Gberraschen. Es wur-
de gezeigt, dass hier weltweit CDKN2A eine geringere Bedeutung hat als bei
familiaren Melanompatienten, bei denen es in 25-40% verandert nachgewiesen
werden konnte.*® Besonders bei sporadisch auftretenden Fallen jedoch muss
wohl ein Zusammenspiel von mehreren Genen mit niedriger Penetranz eine
Rolle spielen und es ist von einem komplexeren Vererbungsmodus auszuge-
hen.

Immer mehr Hinweise deuten daraufhin, dass CDKNZ2A ein Gen ist, dessen
Veranderungen spezifisch fir eine kleine Gruppe des familiaren Melanoms

sind. Diese zeichnet sich vor allem aus durch Familien mit mehr als zwei Betrof-
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fenen, die eventuell gleichzeitig an multiplen Melanomen erkrankt sind sowie
andere Merkmale wie helle Haar- und Augenfarbe als weiteren Hinweis auf eine
genetische Suszeptibilitat aufweisen konnen.

Weltweit ist die Inzidenz von Mutationen in CDKN2A in Familien mit lediglich
zwei Betroffenen gering.?® Dabei stellt sich die Frage, ob diese scheinbar famili-
aren Falle nicht eine zufallige Anhaufung von Melanomerkrankungen innerhalb
einer Familie darstellen. Dies konnte erklaren, warum im hier untersuchten Pa-
tientengut keine Mutationen gezeigt werden konnten. Allerdings scheint dieser
Effekt der zufalligen Anhaufung von Melanomerkrankungen in Landern wie
Australien mit sehr hohen Inzidenzraten der Erkrankung eine bedeutendere
Rolle zu spielen. Dies macht die Hypothese fur Patienten in einem Land mit
geringerer Inzidenzrate wie Deutschland unwahrscheinlicher.?” Umweltfaktoren
kénnen in das Melanomrisiko durch ein Eingreifen auf genetischer Ebene ver-
andern. Der bekannteste exogene Risikofaktor, die UV-Strahlung, kann schein-
bar durch noch unklare Mechanismen die Penetranz der CDKN2A Mutationen
variieren, was die geographischen Unterschiede dieser erklaren kénnte.* So
konnte es aber auch sein, dass mutationspositive Individuen in einem Land mit
geringerer UV-Strahlung nicht durch die Melanomentstehung auffallig werden,
da UV-Strahlung als modifizierender Faktor im Hintergrund steht. Moglicherwei-
se sind diese Patienten eher in anderen Tumorkollektiven zu finden.

Auch im Gen CDK4 konnten im hier untersuchten Patientenkollektiv weder Mu-
tationen noch Polymorphismen dargestellt werden. Bisherige Studien konnten
lediglich in Hochrisikogruppen des familiaren Melanoms insgesamt nur drei un-
terschiedliche Mutationen, alle im selben Codon des Exon 2, durch Analysen
nachweisen. Die Haufung der Mutationen im selben Codon weist auf die funkti-
onelle Signifikanz dieser Stelle hin. Tatsachlich fihren Mutationen dort zu feh-
lender Bindungskapazitat des Proteins an die CDKs, was zu einem gestorten
Zellwachstum fuhrt. Die klinischen Charakteristika der betroffenen Patienten
unterscheiden sich allerdings nicht von denen mit starker familiarer Dispositi-
on.>"%%%7 gelbst Studien, die ein grokeres Kollektiv mit mehr als hundert familia-
ren Fallen untersucht haben, und deren klinische Merkmale der Patienten deut-

licher auf einen genetischen Hintergrund der Erkrankung hinwiesen als in dieser
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Studie hier, kamen aufgrund der mangelnden Keimbahnveranderungen zu dem

3! Es ist davon

Schluss, dass das Gen eine weniger bedeutende Rolle spiel
auszugehen, dass Mutationen in CDK4 mit einer sehr viel geringeren Pravalenz
bei Melanompatienten zu finden sind als CDKN2A Mutationen. Bedeutung ha-
ben jene wohl nur in Hochrisikofamilien, die eventuell gleichzeitig auch
CDKN2A Mutationen aufweisen. Angesichts der relativ wenigen untersuchten
familiaren Falle in der vorliegenden Studie erscheint es nicht verwunderlich,
dass hier wie in so vielen anderen Studien, keine Mutationen in CDK4 nachge-
wiesen werden konnten. Ein Einfluss dieses Gens auf die Melanomdisposition
im vorliegenden Kollektiv kann wohl ausgeschlossen werden und damit dessen
geringere Bedeutung im Vergleich zum CDKN2A-Gen erneut untermauert wer-

den.
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4.2 Die Bedeutung von Polymorphismen im CDKN2A-Gen

Auch wenn im Studienkollektiv keine inaktivierenden Mutationen gefunden
werden konnten, so lieRen sich in vielen Fallen Polymorphismen in CDKN2A
nachweisen. Es stellt sich deshalb die Frage, ob und inwieweit Polymorphismen
in diesem Gen das Melanomrisiko der Trager beeinflussen.

Neben der Beschreibung von Analyseergebnissen anderer Studien lasst sich
fur die Recherche nach schon bekannten Sequenzvarianten in den Melanom-
genen CDKNZ2A und CDK4 gut die durch das Melanoma Genetics Consortium
unterstutzte Datenbank im Internet nutzen. In dieser so genannten eMelanom-
Base sind samtliche bisher beschriebenen genetischen Veranderungen und die
vermutete funktionelle Bedeutung dieser zusammengefasst.'

Die zwei in der Literatur am haufigsten beschriebenen Polymorphismen befin-
den sich im 3’"UTR-Bereich des Gens und fuhren nicht zu Veranderungen in der
Aminosauresequenz des Proteins p16. Zum einen handelt es sich um eine Va-
riante, bei der an der Nukleotidstelle Nt500 die Base Cytosin gegen Guanosin
ausgetauscht wird: 500C>G. Der andere Polymorphismus, 540C>T, fuhrt an der
Nukleotidstelle 540 zum Austausch der Base Cytosin gegen Thymidin. Der Po-
lymorphismus 442A>T im Exon 2 wird als dritt haufigster beschrieben. Der Aus-
tausch der Basen fuhrt zum Einbau von Threonin anstelle von Alanin in der A-
minosauresequenz des Proteins. Auch in dem hier untersuchten Studienkollek-
tiv haben die Polymorphismen des 3'UTR-Bereichs 500C>G insgesamt mit ei-
ner Frequenz von ca. 30% und der Polymorphismus 540C>T mit einer Fre-
quenz von ca. 8% einen relativ groRen Anteil. Die Variante 148A>T in Exon 2
tritt mit einer Frequenz von weniger als 2% im gesamten Studienkollektiv auf.
Des Weiteren zeigte sich, dass die Polymorphismen 540C>T und 569C>T im
gesamten Studienkollektiv in ca. 6% sowie 500C>G und 540C>T in ca. 2% der

Falle in Kombination aufgetreten sind.

Die Relevanz dieser mit relativ hoher Inzidenz auftretenden Polymorphismen ist
bisher nicht ganz geklart. Funktionelle Untersuchungen des Polymorphismus

442A>T betreffend haben gezeigt, dass dieser keinerlei Einfluss auf das Bin-
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dungsverhalten von p16 zu den CDKs im Zellzyklus hat ' und dass somit das
Zellwachstum auf normal Art und Weise gehemmt werden kann.

Der Effekt der Polymorphismen 500C>G und 540C>T auf die Expression bzw.
Funktion des Proteins p16 sowie die Assoziation zum Melanomrisiko erscheint
jedoch unklar.

Auf der Suche nach der funktionellen Bedeutung der Polymorphismen 500C>G
und 540C>T verglich eine skandinavische Gruppe deren Inzidenz in Tumorbl6-
cken von Patienten mit sporadischem Melanom im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen. Dabei zeigte sich ein signifikant hdheres Auftreten der Variante 540C>T
in der Gruppe der Melanompatienten, wahrend dieser Unterschied bei 500C>G
nicht dargestellt werden konnte. AuRerdem fiel auf, dass in einigen der Tumore
ein Verlust der Allelheterozygotie (LOH) stattgefunden hatte. Dabei konnte der
Verlust des Wildtypallels bei vorhandenem varianten Allel beobachtet werden,
was einen Einfluss des Polymorphismus auf die Genexpression wahrscheinli-
cher erscheinen Iasst.

Die Hypothese, dass diese Polymorphismen einen Effekt auf das CDKN2A-
Transkript haben kénnen, konnte in einer anderen Studie untermauert werden.
Auf der Suche nach dem Zusammenhang von Regulationsstérungen an Kon-
trollstellen des Zellzyklus mit der Melanomerkrankung zeigte sich, dass das
Vorkommen der Varianten 500C>G und 540C>T bei Melanompatienten mit ei-
nem aggressiveren Krankheitsverlauf assoziiert ist. So wiesen die Patienten
mit diesen nachgewiesenen Polymorphismen in CDKN2A beispielsweise ein
kUrzeres Intervall zwischen der Erstdiagnose des Melanoms und dem Zeitpunkt

der Metastasierung der Erkrankung auf.

Der Zusammenhang zwischen Mutationen und Polymorphismen auf das Mela-
nomrisiko in australischen Melanomfamilien im Vergleich zu einer Kontrollgrup-
pe wurde in einer Bevdlkerungs-basierten Studie untersucht.’ Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die Inzidenz besonders des Polymorphismus 500C>G linear
mit dem zunehmenden familiaren Risiko anstieg. Am hochsten war die Inzidenz
in den Familien, die auch Mutationen in CDKN2A aufwiesen. Diese Assoziation

zwischen der Frequenz und dem Erkrankungsrisiko blieb auch bestehen, nach-
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dem ein Einfluss der ethnischen Herkunft der Familien ausgeschlossen wurde.
Dieser Trend zeigte sich ebenso, wenn auch schwacher, fir das Auftreten der
Polymorphismen 540C>T und 442A>T in Abhangigkeit von der jeweiligen Risi-
kogruppe. Besonders 500C>G scheint laut dieser Studie mit einem erhdhten
Melanomrisiko assoziiert zu sein. Im Vergleich dazu lief3en sich in dem hier un-
tersuchten Studienkollektiv keine signifikanten Unterschiede im Auftreten der
einzelnen Risikogruppen zeigen. Das mag damit zusammenhangen, dass die
australische Gruppe ausschlie3lich familiare Melanompatienten untersucht hat
und in dieser Hochrisikogruppe ahnlich wie bei den Mutationen auch bei den
Polymorphismen der genetische Hintergrund wesentlich grofRer ist. Daflr
spricht, dass die Inzidenz linear mit der Risikogruppe ansteigt.

Kombinationen von Polymorphismen konnten wie in der vorliegenden Studie
auch in der australischen Studie gezeigt werden. Allerdings wurden hier vor
allem die Kombinationen der Varianten 442A>T mit 500C>G und 500C>G mit
540C>T beschrieben. Dabei fiel auf, dass letzter nur selten in Kombination ge-
funden wurden, ahnlich wie in der hier vorliegenden Studie. Dagegen waren die
Polymorphismen 442A>T und 500C>T ausnahmslos miteinander anzutreffen,
was hier nicht gezeigt werden konnte. Die funktionelle Bedeutung dieses ge-
meinsamen Auftretens der Polymorphismen bleibt unklar, eventuell konnte dies
auf einen stérker suszeptiblen genetischen Hintergrund hinweisen.*’

Der in unserem Patientengut einmal nachgewiesene Polymorphismus IVS1+
37G>C im CDKN2A Exon 1 wurde auch schon an anderer Stelle beschrie-
ben', allerdings wurde er dort bei einem nicht vom Melanom betroffenen Fami-
lienangehdrigen entdeckt. Einen Hinweis auf die funktionelle Bedeutung dieser
Sequenzvariante ist noch unbekannt.

Die hier wohl erstmals beschriebene Variante 569C>T konnte in der vorliegen-
den Studie mit insgesamt einer Frequenz von ca. 16% nachgewiesen werden.
Soweit es die Recherchen ergaben, wurde diese genetische Veranderung bis-
her nicht beschrieben. Das kann damit zusammenhangen, dass sie weit auller-
halb des codierenden Bereichs von Exon 3 liegt. Eine funktionelle Bedeutung st

aus diesem Grund wohl unwahrscheinlich.
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AbschlieRend lasst sich sagen, dass ein, wenn auch nicht sehr starker, Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten der Polymorphismen und dem Melanom-
risiko besteht, der allerdings in dieser Studie nicht dargestellt wurde. Diese As-
soziation scheint jedoch allgemein im Zusammenhang mit anderen Risikofakto-
ren das Melanomrisiko zu variieren. Die Polymorphismen scheinen somit ledig-

lich Allele zu sein, die das Melanomrisiko modifizieren.

4.3 Schlussfolgerungen: Die Bedeutung der Gene CDKN2A und
CDK4

Keimbahnmutationen in CDKN2A und CDK4 spielen im hier untersuchten Kol-
lektiv bezlglich der Melanomentstehung keine Rolle, so dass auch ein geneti-
sches Screening bei Angehdrigen nicht unternommen werden muss. Dies ist
wieder ein Hinweis dafur, wie multifaktoriell die Melanomentstehung ist. Auch
wenn Polymorphismen moglicherweise bei diesen Patienten einen kleinen Bei-
trag zum Melanomrisiko liefern, bleiben sicherlich anerkannte Risikofaktoren im
Vordergrund. Daher erscheint es weiterhin sinnvoll, Hauttyp, Augenfarbe und
Familienanamnese zu beachten und Sonnenschutz zu betreiben.

Auch weltweit spielen inaktivierende Mutationen und Polymorphismen in
CDKN2A und CDK4 wahrscheinlich nur in einem kleinen Teil der familiaren
Melanompatienten eine wesentliche Rolle. Der grofte Anteil des Melanomrisi-
kos bleibt weiterhin ungeklart und mag wohl anderen, vor allem weiteren gene-

tischen Faktoren, zuzuschreiben sein.

4.4 Ausblick

Auf der Suche nach weiteren Faktoren mit Beitrag zur Melanomdisposition sind
weitere Gene ins Blickfeld geraten, die im Zusammenhang mit der Melano-
mentstehung stehen. Wahrscheinlich ist ein Zusammenspiel vieler Faktoren
notwendig, die auf genetischer Ebene Zellwachstum und Zelldifferenzierung

sowie Pigmentierung und DNA-Reparaturmechanismen betreffen.
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Aufgrund der Tatsache, dass sich in Melanomfamilien haufiger eine Linkage zu
Chromosom 9 zeigt als es die Ergebnisse der CDKN2A-Studien vermuten las-
sen, ist ein weiteres relevantes Gen in dieser Region zu erwarten. Hier konnte
CDKN2B bzw. p14ARF eine Rolle spielen, das alternative Transkript des
CDKN2A Gens. Es wurde gezeigt, dass Mutationen dort neben der Melano-
mentstehung auch zur Entstehung von Tumoren des Nervensystems fiihren.*'

Ein weiteres Beispiel ist das MC1R Gen, dessen Bedeutung immer mehr in den
Vordergrund ruckt. Einerseits spielt es im Rahmen der Hautpigmentierung fur
einen Melanocortinrezeptor codierendes Gen als Gen mit niedriger Penetranz
direkt bei der Melanomentstehung eine Rolle, andererseits scheint es auf gene-
tischer Ebene das Melanomrisiko von Tragern mit CDKN2A Mutationen zu mo-
difizieren.®® AuRerdem konnte ein bisher unbeachteter Locus 1p22 auf Chromo-
som 1 entdeckt werden. Hinweise haufen sich, dass hier ein weiteres Gen, zu-
mindest das familidre Melanom betreffend, flr die Melanomdisposition zu finden

ist.!®

Es ist deutlich geworden, wie heterogen die Genetik der Melanomsuszeptibilitat
ist. Schnelle und aussagekraftige Studien zu weiteren Melanomgenen lassen
sich sicher in groBem Rahmen besser verwirklichen. Ubergreifende Zusam-
menarbeit weltweit in Multicenter-Studien ist wahrscheinlich ein aussichtsrei-
cher Ansatz, auf diesem Gebiet weiter zu forschen. Mit Sicherheit bleibt das
Melanom eine spannende Herausforderung fur die Onkogenetik und fungiert als
exzellentes Musterbeispiel, an dem sich Gen- zu Gen- und Gen- Umweltinterak-

tionen studieren lassen.
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Tabelle 10: Mutationsstudien im CDKN2A-Gen und im CDK4-Gen: Litera-

turauswahl
_ CDKN2A CDK4 o
Population ' . Publikation
Mutationen | Mutationen
Analysis of mutations in the
157 Melanom- p16/CDKNZ2A gene in sporadic
patienten, } and familial melanoma in the Po-
0% . .
lish population
Polen
Lamperska, K.,2002 *
CDKN2A and CDK4 mutation
analysis in Italian melanoma-
15 Familien, prone families: functional
. 33% 0% characterization of a novel
Italien CDKN2A germ line mutation
Della Torre, G.,2001 *°
CDKN2A germ-line mutations in
80 multiple individuals with multiple
Melanompa- cutaneous melanomas
tienten, 20% - ’8
Hashemi, J.,2000
Schweden
Two p16 (CDKN2A) germline
mutations in 30 Israeli melanoma
30 Familien, families
Israel % )
srae Yakobson, E., 2000
482 familiare CDKNZ2A variants in a population-
Fille - based sample of Queensland
’ 10% families with melanoma
Australien Aitken, J.,1999 1
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CDKNZ2A (P16(INK4a)) and
CDK4 mutation analysis in 131

131 familiare Australian melanoma probands:
Falle, o 1% effect of family history and

Australien 8% multiple primary melanomas
u [

Holland, E .A., 1999 *
Prevalence of p16 and CDK4
germline mutations in 48
48 Falle, melanoma-prone families in
. o 29 France. The French Familial
Frankreich 44% ° Melanoma Study Group
Soufir, N., 1998 >°
Germline mutations of the

27 familidre CDKN2A gene in UK melanoma

Falle, families
England 22% 0% Harland, M., 1997 '

31 familiare Germline mutations in the
Falle, p16INK4a binding domain of
USA / - 6.5% CDK4 in familial melanoma

) (o]
Australien Zuo, L., 1996 *°
- Analysis of the p16 gene

28 familiare (CDKNZ2A) as a candidate for the
Falle, 5% ) chromosome 9p melanoma
USA / susceptibility locus

Australien

Kamb, A., 1994 3
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5 Zusammenfassung

Keimbahnmutationen in den Tumorsuppressorgenen CDK4 und CDKNZ2A spie-
len eine wichtige Rolle bei der Entstehung des malignen Melanoms. Dabei
kommt vor allem dem CDKNZ2A-Gen eine besondere Bedeutung als Melanom-
suszeptibilitatsgen zu. Eine Assoziation zwischen genetischen Veranderungen
in den Genen CDN2A und CDK4 und der Melanomdisposition ist vor allem bei
familiaren Melanompatienten zu beobachten.

Um den Beitrag der Gene CDKN2A und CDK4 zur Melanomsuszeptibilitat in
einem deutschen Studienkollektiv zu beleuchten, wurden 207 Melanompatien-
ten mit molekulargenetischen Methoden auf Sequenzvarianten in den Genen
untersucht. Am Melanom erkrankte Patienten wurden anhand klinischer Merk-
male mit Stammbaumanalysen in Risikogruppen des familiaren (43 Patienten),
multiplen (19 Patienten) und sporadischen Melanoms (145 Patienten) eingeteilt.
Trotz der klinischen Charakteristika der Risikogruppen und des Einsatzes der
hochsensitiven DHPLC-Analytik zur Mutationsdetektion konnten keine krank-
heitsassoziierten Mutationen in einem der beiden Gene dargestellt werden.
Aufgrund des Fehlens von Mutationen muss davon ausgegangen werden, dass
die Gene in dem hier untersuchten Risikokollektiv keinen wesentlichen Beitrag
zur Krankheitsdisposition leisten. Varianten in CDK4 sind weltweit in nur drei
Hochrisikofamilien nachgewiesen worden, so dass das negative Ergebnis hier
nicht Uberrascht. Es lieRen sich aber Polymorphismen in allen drei Exons des
CDKN2A Gens nachweisen. Die nachgewiesenen Polymorphismen sind grof3-
tenteils aus der Literatur bekannt und sind nicht direkt an der Melanomentste-
hung beteiligt. Sie kdnnten allenfalls als modifizierende Faktoren auf geneti-
scher Ebene an der Krankheitsposition mitwirken. Krankheitsverursachende
Mutationen im CDKN2A Gen sind wahrscheinlich nur in Familien mit hoher Pe-
netranz und somit vielen Betroffenen nachzuweisen.

Vor allem aber lasst das Ergebnis der vorliegenden Studie vermuten, dass wei-
tere Gene im Zusammenspiel mit Umweltfaktoren an der Melanomsuszeptibili-

tat beteiligt sein mussen.
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UTR
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Denaturing High Performance Liquid Chromatography
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Di-Desoxy-Nukleotid-Triphosphat
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First Degree Relative with cancer
Familiares malignes Melanom
Human Genome Organisation
Loss of Heterozygosity

Multiples malignes Melanom
Nukleotid

Red blood cell lysis
Polymerasekettenreaktion
Protein prescipitation lysis
Rotations per minute

Primer Forward

Primer Reverse
Triethylammoniumacetat
Untranslated Region

white blood cell lysis
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Topographie des Chromosoms 9. Gen-
locus 9p21 ist rot markiert.

Stammbaume der Risikogruppen FMM,
MMM, FDRc.

Gensequenzen CDK4. Die jeweiligen
Primer sind grin markiert, die codie-
rende Exonsequenz ist rot markiert.
Gensequenzen CDKN2A. Die jeweili-
gen Primer sind grin markiert, die co-
dierenden Exonsequenzen sind rot
markiert.

Schmelzkurven CDKN2A, Exon 1, 2, 3
und CDK4, Exon 2

Anzahl der Melanompatienten inner-
halb der Risikogruppen Familiares Me-
lanom (43), Multiples Melanom (19)
und Patienten mit an Krebs erkrankten
erstgradigen Verwandten (149)

DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 1, bei
68°C

DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 3, bei
64°C, 67°C und 70°C

DHPLC-Verlauf CDKN2A, Exon 3, bei
62°C

DHPLC-Verlauf CDK4, Exon 2, bei
63°C
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