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Einleitung 1

1 Einleitung

Krebs entsteht in einem mehrstufigen Prozess, dessen initiales Ereignis in der Verdnderung oder
Schiadigung der genetischen Information einer somatischen Zelle liegt. In einer langwierigen
Entwicklung findet eine Umwandlung von normalen Korperzellen in maligne Zellen statt. Ereig-
nisse, die zu einer Mutation fithren konnen, sind u.a. physikalische (ionisierende Strahlung, ultra-
violettes Licht, Rontgen- und Gammastrahlung) oder chemische Noxen (mutagene Chemikalien)
sowie deren Kombinationen (Neumann 2009).

Durch die Kenntnis der molekularen Grundlagen von Krebserkrankungen und deren Entste-
hungsprozessen konnten Fortschritte in der klinischen Diagnostik und Prognostik gemacht wer-
den, die zur Entwicklung neuer Strategien der Krebspridvention und Tumortherapie gefiihrt ha-
ben. Einen Beitrag zu dieser molekularen Grundlagenforschung mdchte das Graduiertenkolleg
1034 ,,Die Bedeutung genetischer Polymorphismen in der Onkologie: Von den Grundlagen zur
individualisierten Therapie* (www.gcpg.de) leisten. Ziel der Forschungsvorhaben ist die Verbes-
serung der Patientenbehandlung und eine Reduktion unerwiinschter Nebenwirkungen. Fiir die
Optimierung der Behandlung des einzelnen Patienten ist die Kenntnis der individuellen geneti-
schen Besonderheit von gesunden und krebskranken Zellen Voraussetzung. Auf diese Weise soll
die Grundlagenforschung mit der klinischen Forschung verbunden werden.

Das Graduiertenkolleg setzt sich aus Wissenschaftlern und Studierenden verschiedener Fachbe-
reiche der Medizin und Biologie zusammen, was eine interdisziplindre Bearbeitung der Einzel-

projekte ermoglicht.

Ziele der Historischen Anthropologie sind u.a. die Rekonstruktion von Mensch-Umweltbezie-
hungen und Co-Evolutionen im historischen Wandel. Ein Teilaspekt ist dabei das Wissen um die
genetische Ausstattung der Menschen aus historischen Zeiten, etwa in Bezug auf immungene-
tisch und pathologisch relevante Marker. Eng damit verkniipft ist auch der Nachweis von Krank-
heitserregern, die Einfluss auf die genetische Ausstattung haben konnen, z.B. durch selektiven
Druck auf bestimmte Genvarianten.

Die vorliegende Arbeit liegt an der Schnittstelle der beiden Fachbereiche, wobei versucht wird,
mit dem Methodeninventar der Anthropologie weitergehende Fragestellungen der Onkologie zu
beantworten. Das Untersuchungsmaterial der Arbeit stellt dabei den verbindenden Faktor dar, da

es sich um Tumorgewebe aus medizinhistorischen und pathologischen Sammlungen handelt.

Einer der Marker, dem eine grofle Bedeutung in der Krebsforschung beigemessen wird und der

in dieser Arbeit untersucht wird, ist das Tumorsuppressorgen p53 (Kap. 2.1). Der Mutationssta-
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tus von p53 konnte langfristig eine wesentliche Information fiir eine individualisierte Behand-
lung und damit das Ansprechen des Tumors auf die Therapie sein. Es wird daher davon ausge-
gangen, dass das retrospektiv erworbene Wissen iliber Krebsgenome des letzten Jahrhunderts,

einen Beitrag zu aktuellen Forschungsfragen liefern kann.

Grundlegendes Ziel der Untersuchung ist es, Wissen iliber Krebsgenome historischer Proben zu
generieren. Es entwickelte sich die Fragestellung, ob es Unterschiede in der genetischen Aus-
stattung von historischen Tumorgenomen im Vergleich zu heute gibt. Die Ursachen flir Verdnde-
rungen konnten verdnderte Einflussfaktoren sein, die eine Krebsentstehung begiinstigen. Die
verdnderten Einflussfaktoren konnten insbesondere Auswirkungen auf Krebserkrankungen ge-
habt haben, bei denen es im letzten Jahrhundert deutliche Verdnderungen in der Inzidenz gege-
ben hat.

Die Analyse der Tumorgenome wird stellvertretend an Magenkarzinomen durchgefiihrt. Fiir die
Entstehung von Magenkarzinomen werden als einflussreichste Risikofaktoren Erndhrung, bakte-
rielle Infektion durch Helicobacter pylori (H. pylori) und Umwelt diskutiert.

Der Begriff ,,Umwelt* wird in dieser Arbeit als Synonym fiir verschiedene Einfliisse verwendet.
Dazu gehdren zum einen im engeren Sinne Wasser und Luft sowie ihre anthropogenen Ver-
schmutzungen, aber auch die soziale Umwelt (z.B. Familienstatus) und die Lebensweise des
Einzelnen (etwa Zigaretten- und Alkoholkonsum). Getrennt davon werden die Begriffe Erndh-
rung und bakterielle Infektion durch H. pylori gefiihrt (Becker 2001).

Sofern retrospektiv Verdnderungen in den Genomen der Magenkarzinome festgestellt werden
konnen und diese sich durch verdnderte Risikofaktoren begriinden lassen, konnen ggf. Konse-

quenzen fiir Lebens- und Erndhrungsweisen gezogen werden.

Dem Beginn der Arbeit wird eine Einfilhrung in die Thematik der Krebserkrankungen im All-
gemeinen (Kap. 1.1) und von Magenkarzinomen im Besonderen (Kap. 1.2) vorangestellt. Da-
nach werden die Hypothesen der Arbeit hinsichtlich historischer Magenkarzinome vorgestellt
(Kap. 1.3). Anschlieend werden Grundlagen zum Tumorsuppressorgen p5S3 und zum Magen-

bakterien H. pylori vermittelt (Kap. 2).
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1.1 Krebserkrankungen

1.1.1 Begrifflichkeiten zur Genetik von Krebserkrankungen

In den meisten Organismen werden die genetischen Informationen durch die DNA (desoxyribo-
nucleic acid) gespeichert. Der genetische Code wird durch die Purinbasen Guanin (G) und Ade-
nin (A) und durch die Pyrimidinbasen Cytosin (C) und Thymin (T) gebildet, von denen je drei
Basen eine Aminosédure kodieren.

Im menschlichen Genom gibt es ungefdhr 25.000 Gene, die meistens aus Introns und Exons auf-
gebaut sind und seitlich durch einen Promoter und einen Terminator begrenzt werden. Informa-
tionen fiir die Bildung eines Proteins sind in den Exons kodiert (Tariverdian & Buselmaier
2004).

Durch endo- und exogene Ereignisse kann es innerhalb der DNA-Sequenz zu Verdnderungen
kommen. Als Mutationen werden meist spontane Verdanderungen in den somatischen Zellen be-
zeichnet, die manifestiert und somit auf Tochterzellen vererbt werden konnen. Die haufigsten
Ereignisse sind Punktmutationen.

Ist durch eine Mutation nur eine einzelne Zelle betroffen, hat das normalerweise keine Folgen fiir
den Organismus. Negative Auswirkungen entstehen erst, wenn die Zelle durch die Mutation zur
Proliferation befdhigt wird. Kénnen Kontrollmechanismen, die z.B. den programmierten Zelltod
(Apoptose) ausldsen, den Wachstumsprozess nicht stoppen, erhilt die Zelle einen Selektionsvor-
teil.

In die Krebsentstehung sind in den meisten Féllen drei Gruppen von Genen involviert: Onko-
gene, Mutator- und Tumorsuppressorgene. Onkogene kodieren in der gesunden Zelle flir Pro-
teine, die Zellwachstum, -teilung und -differenzierung regulieren. Mutatorgene sind iibergeord-
net fiir das Funktionieren des Gesamtgenoms zustidndig. Tumorsuppressorgene hemmen in der
gesunden Zelle die Proliferation (Tariverdian & Buselmaier 2004). Mutationen in diesen Genen

konnen zu unkontrolliertem Wachstum der Zelle und damit zu Krebs fiihren.

1.1.2  Ursachen fiir Krebserkrankungen

Bis ins 19. Jahrhundert nahm man an, dass ein bosartiges Geschwulst -wie alle Krankheiten- eine
Folge von Storungen der Korperséfte war (Humoralpathologie). Als wirksamste Behandlung galt
das Abfiihren der kranken Sifte durch Diit, Aderlass, Blutegel oder Brandgeschwiir (Korbler
1972). Eine vollstindige Verdnderung widerfuhr der Medizin erst durch die ,,Zellularpathologie*
von Rudolf Virchow (1821-1902). Nach Virchow ist jede abnorme und wuchernde einzelne

Krebszelle auf einen normalen Zellentyp des Korpers zuriickzufiihren.
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Zusammenhdnge zwischen bestimmten Krankheitsbildern und Berufen sind seit langem bekannt.
Dazu zéhlen u.a. Skrotalkrebs bei Schornsteinfegern, Hautkrebs bei Fischern und Landarbeitern
(Young et al. 1926) sowie Magenkrebs bei Matrosen (Braithwaite 1902). Im Zuge dieser
Erkenntnis wurde nun nach den Ursachen fiir die Entartung der Zellen auch auflerhalb des Kor-
pers gesucht.

Die grofite Bedeutung kommt Ludwig Rehn zu, der 1895 einen Vortrag iiber ,,Blasengeschwiilste
bei Fuchsinarbeitern® hielt. Als Ursache fiir das erhohte Auftreten der Blasengeschwiilste bei den
Fabrikarbeitern sah er die Vorstufen des Fuchsins, zu denen das Anilin gehort (,,Anilinkrebs®,
Rehn 1895). Damit wurde die erste Krebserkrankung eines inneren Organs entdeckt, die durch
chemische Noxen hervorgerufen werden konnte (Bauer 1950).

Den Japanern Yamagiwa und Ichikawa (1916) gelang es durch kontinuierliches Einstreichen von
Kaninchenohren mit Steinkohlenteer Karzinome hervorzurufen. Seit diesem Zeitpunkt konnte
ein Wandel von der Erkennung und Behandlung bis zur Vorbeugung der Krankheit vollzogen
werden.

Die grofite Aufregung in der Bevolkerung verursachte der wissenschaftliche Nachweis, dass

Rauchen in Verbindung mit Lungenkrebs steht (Levin et al. 1950).

In Bezug auf Ernihrung und Karzinome fand man heraus, dass pflanzliche Ole karzinogen wer-
den, wenn sie in EisengefaBlen auf 320°C erwarmt werden. Bei Erwdrmung in einem Glasgefal3
war die Substanz weniger karzinogen, so dass das Kochgeschirr als Ursache fiir die Karzinogen-
bildung identifiziert wurde (Peacock 1956).

Zwei Jahre spdter wurde karzinogenes Benzo(a)pyren in gerducherten Wiirsten und gerducher-
tem Fisch nachgewiesen (Gorelova & Dikun 1958). Unabhéngig davon konnte in der islandi-
schen Bevolkerung ein Zusammenhang zwischen der Zubereitung von Nahrungsmitteln und
Magenkrebs festgestellt werden, da Isldnder, deren Hauptnahrungsmittel gerducherter Fisch und

Fleisch war, hdufiger an Magenkarzinomen erkrankten als andere (Dungal 1959).

1.1.3 Krebsstatistik

Krebserkrankungen sind das Resultat komplexer Vorgénge und Veranderungen. Eine wichtige
Variable in der Entstehung ist die Interaktion zwischen Genotyp und Umwelt, die einen erhebli-
chen Einfluss auf die verschiedenen Ausprigungen von Krebs hat.

Als Folge von Krebserkrankungen starben im Jahr 2000 weltweit etwa sieben Millionen Men-
schen (Parkin et al. 2005). Damit liegt die Mortalitidt an zweiter Stelle nach den Todesfillen

durch kardiovaskuldre Erkrankungen (Shibuya et al. 2002). Aufgrund frithzeitiger Diagnosestel-
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lung und besserer Behandlungsmoglichkeiten konnten die Mortalitdtsraten bei Krebserkrankun-
gen zwischen 1990 und 2004 von 18,4 % auf 10,5 % gesenkt werden (Jemal et al. 2008).

Global betrachtet ist Lungenkrebs sowohl die hdufigste Krebserkrankung als auch die haufigste
Todesursache verursacht durch Krebs. Die zweithdchste Inzidenz hat der Brustkrebs, welcher
durch die gute Prognose nach friithzeitiger Diagnosestellung in den Todesursachen allerdings nur
an der fiinften Stelle liegt. Mit abnehmenden Héufigkeiten folgen maligne Erkrankungen von
Magen, Leber und Darm.

Typische Krankheiten, die mit dem westlichen Lebensstil des Wohlstandes assoziiert sind, sind
Kolorektal-, Brust- und Prostatakrebs, deren Entstehung einer hormonellen Regulierung unter-
liegt und verhiltnisméBig gute Prognosen hat.

Weitere Faktoren, welche die Inzidenz und Mortalitit beeinflussen, sind u.a. Kontakt zu Risiko-
faktoren (z.B. Rauchen), Zugang zur Fritherkennungsdiagnostik, frithe Diagnosestellung und Be-
handlung (Parkin et al. 2005).

Durch die bessere medizinische Versorgung konnen Unterschiede zwischen Industrie- und Ent-
wicklungslandern (WCRF/AICR 2007), aber auch zwischen Bevolkerungsgruppen verschiede-
ner ethnischer Herkunft erkliart werden (Bach et al. 2002). So haben z.B. afrikanisch-stimmige
US-Amerikaner eine um 19% hohere Gesamtinzidenz und eine um 37% hdhere Mortalitét durch
Krebs als europdisch-stimmige Amerikaner. Bei Frauen sind die Differenzen geringer (Parkin et
al. 2005).

Neben ethnischen sind auch geographische Unterschiede in der Inzidenz verschiedener Krebser-
krankungen bekannt. Kaukasische Frauen aus den Vereinigten Staaten erkranken zwei bis vier
Mal haufiger an Brustkrebs als Frauen, die in China, Japan oder den Philippinen leben (Parkin et
al. 1992). Migrieren Frauen aus den genannten asiatischen Lindern jedoch nach Nordamerika,
ndhert sich das Risiko dem der US-Frauen an (Smith 1956, Andreeva et al. 2007). Zu einer
Anndherung des Erkrankungsrisikos an die neue Region kann es innerhalb von ein bis zwei Ge-
nerationen kommen.

Aufgrund dieser Studien gewinnt der Einfluss duBlerer Faktoren fiir die Entstehung von sponta-

nem Krebs an Bedeutung (Becker 2006).

Langzeitstudien, welche die Inzidenz und Mortalitdt von Krebserkrankungen im letzten Jahrhun-
dert auswerteten, deckten auf, dass sich in den Krankheitsbildern und deren Frequenzen ein
Wandel vollzogen hatte bzw. immer noch vollzieht. Zwar sind diese Studien aufgrund der unter-
schiedlichen Altersverteilung und GroBe der zugrunde liegenden Bevdlkerungen schwer direkt

miteinander zu vergleichen (Becker 2006), dennoch sind in allen Studien eindeutige Tendenzen
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erkennbar. Beispielsweise zeigte sich, dass die Lungenkrebs-Mortalitdt zwischen 1930 und 1990
fast exponentiell stieg, es nach 1990 jedoch zu einem Riickgang dieser kam. Ferner war auffillig,
dass das Maximum der Todesfdlle durch Lungenkrebs bei Frauen etwa 20 Jahre nach dem der
Minner lag (Jemal et al. 2008). Eine Erklarung fiir dieses Phdnomen konnte der spitere Beginn
des Rauchens bei Frauen sein.

Ein deutlicher Riickgang war im letzten Jahrhundert einzig bei der Magenkrebsinzidenz in den
Industrieldndern zu verzeichnen. Als Haupteinflussfaktor geht man von einem gestiegenen
Wohlstand aus, der sich u.a. durch Verbesserungen in der Lebensmittelqualitidt und den hygieni-

schen Bedingungen widerspiegelt (Schulz 2005).

1.1.4 Kiriterien fiir die Auswahl des Karzinomtyps

Ein Kriterium fiir die Auswahl eines Tumortyps war eine Verdnderung in der Inzidenz der Er-
krankung innerhalb des letzten Jahrhunderts. Hinzu kam die Beeinflussung der Tumorentstehung
durch duBere Einfliisse wie Lebens- und Erndhrungsweisen. Aulerdem sollten in der Literatur
ausreichend Daten verfiigbar sein, damit die generierten Ergebnisse mit aktuellen Daten vergli-
chen werden konnten. Ferner stellte die Verfiigbarkeit von Probenmaterial in pathologischen
Sammlungen ein Kriterium dar. Eine Tumorart, die diese Kriterien erfiillte, ist das Magenkarzi-
nom. Magenkarzinome werden stellvertretend fiir Krebserkrankungen, die durch Verhaltenswei-

sen (s.0.) der Menschen induziert werden konnen, untersucht.

1.2 Magenkarzinom

1.2.1 Geographische Unterschiede in der Inzidenz

Noch 1930 galt Magenkrebs von allen Krebsarten als hdufigste Todesursache bei amerikanischen
Minnern (Haenszel 1958). Bis vor wenigen Jahrzehnten war es die zweithdufigste Krebserkran-
kung weltweit. Innerhalb von 50 Jahren reduzierte sich die Inzidenz in den USA von 33 auf 10
Fille je 100.000 Ménner und von 30 auf 5 je 100.000 Frauen (National Cancer Institute 1994).
Heute machen die Neuerkrankungen mit absteigendem Trend weniger als 10% aus, allerdings
bleibt Magenkrebs als Todesursache auf der zweiten Position (Parkin et al. 2005). Griinde dafiir
sind eine spdte Diagnosestellung durch unspezifische Symptome und schlechte Behandlungs-
moglichkeiten. Etwa zwei Drittel der Magenkrebsfille werden in den Entwicklungsldndern und
davon 42% alleine in China diagnostiziert, so dass deutliche geographische und ethnische Unter-

schiede festzustellen sind. Regionen mit einem hohen Risiko (>20 pro 100.000) sind Ostasien,
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Osteuropa und Teile Zentral- und Siidamerikas. Regionen mit besonders niedrigem Risiko (<10
pro 100.000) sind Siidasien, Nord- und Ostafrika, Nordamerika, Australien und Neuseeland.
Deutschland reiht sich in das Mittelfeld ein.

Fiir Magenkrebs sind, wie auch fiir Brustkrebs (Kap. 1.1.3), Risikoverdnderungen durch Migra-
tion beobachtet worden (McMichael et al. 1980), so dass im Folgenden ein Schwerpunkt auf die

umweltbedingten Risikofaktoren fiir die Entstehung von Magenkarzinomen gelegt wird.

1.2.2 Risikofaktoren fiir die Entstehung von Magenkarzinomen

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung von Magenkarzinomen gelten Nahrung, soziodkonomi-
scher Status, Infektion mit H. pylori und Pradisposition. Mit geringerer Haufigkeit beeinflussen
Rauchen, Alkohol und berufliche Exposition gegeniiber karzinogen wirkenden Einfliissen das

Risiko.

Als Bestandteile der Nahrung wird das Risiko der Magenkrebsentstehung durch Salz (NaCl),
Nitrat (NOj3") und Nitrit (NO;") sowie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe erhoht.

Salz wurde traditionell zum Konservieren von Nahrung verwendet (siche nédchster Abschnitt).
Als zugrunde liegenden Prozess fiir die Entstehung von Magenerkrankungen nimmt man die
Schadigung der Magenschleimhaut in Abhingigkeit von der Salzkonzentration an (Furihata et al.
1996). Bei stetig hohen Konzentration wird die Magenschleimhaut anféllig fiir eine schwere
Gastritis und die Karzinogenese (Howson et al. 1986).

Eine andere Risikokomponente ist die kontinuierlich hohe Aufnahme von Nitrat, Nitrit und/oder
sekunddren Aminen. Bei Nitrit handelt es sich um ein Abbauprodukt von Nitrat. Sekundére
Amine wurden in Getreide, Fisch, Tee oder Tabakrauch nachgewiesen (Tricker 1997). AulBer-
dem konnen aus Nitrit und Aminen Nitrosamine gebildet werden, die Tumoren im Magen her-
vorrufen konnen (Schlag et al. 1980, Mirvish 1983).

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sind aus gerdaucherten Fischen bekannt (Stewart
1967). AuBlerdem findet man diese Kohlenwasserstoffe auch im Teer der Steinkohle, in Auto-

abgasen und im Tabakrauch.

Ein weiterer Risikofaktor, der eng mit der Erndhrung verkniipft ist, ist der soziookonomische
Status. Eine Studie aus Japan bestétigt die Annahme, dass das Risiko der Magenkrebsentstehung

in Gesellschaftsgruppen mit einem geringeren Einkommen héher ist (Hirayama 1984).
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In engem Zusammenhang zu veridnderten Erndhrungsgewohnheiten und dem sozio6konomischen
Status steht die Verbreitung von Eisschrianken in den Industrieldndern seit Beginn des 20. Jahr-
hunderts (Brewster & Jacobson 1978). Durch Kiihimdglichkeiten in Transport und Aufbewah-
rung in den privaten Haushalten wurden verschiedene Konservierungsmethoden iiberfliissig
(Sato et al. 1959, Japanese Ministry of Health and Welfare 1983, Kono et al. 1983) und er-
moglichten frischere Produkte fiir den Konsumenten. In der Folge stieg die pro Kopf Aufnahme
von Vitaminen, die protektiv gegen die Karzinomentstehung wirken sollen, deutlich an (Haber &
Wissel 1962, Hormozdiari et al. 1975, Cook & McNamara 1980). In vivo konnte gezeigt werden,
dass Vitamine die Bildung von Nitrosaminen blockieren (s.o., Weisburger 1985b, a). Ein weite-
rer Vorteil der gekiihlten Lagerung ist, dass einer Kontamination der Lebensmittel durch Bakte-
rien und Pilze, die prokarzinogene Wirkungen haben kdnnen, vorgebeugt werden kann (Fuchs &

Mayer 1995).

Ein akzeptierter Risikofaktor fiir die Entstehung von Magenldsionen und langfristig betrachtet
von Magenkarzinomen ist das Magenbakterium H. pylori (Kap. 2.2) (IARC 1994). Ein Nachweis
der Bakterien ist mit einer Risikoerhohung um den Faktor zwei bis 17 assoziiert (Forman et al.
1991, Nomura et al. 1991, Parsonnet et al. 1991). Der Risikoerhohung liegt eine durch H. pylori
induzierte chronische Entziindung zugrunde, die eine genetische Instabilitdt der Magenschleim-
haut fordern kann. Durch eine salzreiche Erndhrung kann das Risiko weiter erhoht werden (De

Koster et al. 1994, Shikata et al. 2006).

Der Einfluss der Pradisposition als Risikofaktor fiir die Entstehung von Magenkarzinomen wird
auf etwa 5% geschitzt (Grady 2001). Durch die genannten Einflussfaktoren aus der Nahrung

kann das Risiko gesteigert werden.

Ein weiteres Risiko fiir die Magenkrebsentstehung geht vom Zigarettenkonsum aus. Laut /nter-
national Agency for Cancer Research (IARC) sind 20 bis 35% der Magenkarzinome durch Be-
standteile des Zigarettenrauchs induziert (IARC 1986), was jedoch kontrovers diskutiert wird.
Schitzungen zu Folge liegt die Ursache von einem Dirittel aller Krebserkrankungen in Landern
mit einem hohen Einkommen im Rauchverhalten (Cancer Research UK 2007). Die Entstehung
von Magenkarzinomen soll fiir Raucher mit einem bis zu dreifachen Risiko einhergehen.

Eine Risikoverdnderung durch den regelméBigen Konsum von Alkohol konnte bisher nicht re-
produzierbar nachgewiesen werden (Nomura et al. 1990, Hoshiyama & Sasaba 1992, Kabat et al.

1993).
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Kontakt zu krebserregenden Toxinen hat die durchschnittliche Bevolkerung des 21. Jahrhunderts
nur noch in geringem Malfe, seitdem viele karzinogene Stoffe identifiziert werden konnten und
SchutzmafBnahmen griffen. Zusammenhénge zwischen beruflichen Expositionen und Magenkar-
zinomen werden dennoch weiterhin bei Asbestexposition in der Schiffsbauindustrie (IARC
1987), im Kohlebergbau, der Landwirtschaft und bei der Metallverarbeitung gefunden (Chow et

al. 1994). Eine Risikoerh6hung ist allerdings nur in geringem Maf3e zu verzeichnen.

Trotz des Wissens um viele potentielle Karzinogene und verbesserte Untersuchungsmethoden ist
es immer noch problematisch, spezifische Assoziationen zwischen traditionellen und individu-
ellen Erndhrungsmustern sowie den genetischen Voraussetzungen des Einzelnen zu belegen. Im
Ganzen ist anzunehmen, dass alle genannten Faktoren einen Einfluss auf die Magenkrebsentste-

hung haben koénnen und jeder dieser Faktoren einen Teil zur Entwicklung beitragt.

Konservierung von Nahrungsmitteln als Risikofaktor fiir Magenkarzinome

Als Hauptfaktor fiir den Riickgang der Magenkrebsmortalitit wird, wie erwéhnt, der wachsende
Wohlstand verantwortlich gemacht. Dazu gehoren u.a. die verbesserten Erndhrungsbedingungen,
die gesiindere Konservierungsverfahren beinhalten (Becker 2006). Die gingigsten Verfahren zur
Konservierung werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Die éltesten Methoden zum Haltbarmachen von Nahrungsmitteln sind Kiihlen und Trocknen,
welche saisonalen und regionalen Einfliissen unterliegen (Tannahill 1979).

Das Einsalzen von Fleisch und Fisch zur Aufbewahrung ist schon aus dem frithen Agypten be-
kannt. Salz war Teil eines regen Exporthandels (Forbes 1955-1958). Im européischen Mittelalter
wurden Fleisch und Fisch entweder in trockenes Salz oder in eine Salzlake eingelegt. Nachteil
des Salzens ist, dass es nur einen Stillstand des Keimwachstums und keine Keimtétung bewirkt.
Im alten Germanien hatte Salz zur Konservierung weniger Bedeutung, da es kostbar und nur in
geringen Mengen verfiigbar war, so dass der Rauch des Herdes einfacher zu nutzen war (Heyne
1901).

Durch Réuchern in Verbindung mit Salzen entstand Schinken, der schon aus der romischen Kai-
serzeit als Importware bekannt war (Heyne 1901). In der Herstellung wurde das Fleisch zunéchst
getrocknet, wodurch es die konservierenden Rauchbestandteile (teerdhnliche Stoffe) besser auf-
nehmen konnte (Heyne 1901). Das Réuchern befreit, wie das Salzen, allerdings nicht von Kei-
men (Glatzel 1955). Schon 1902 sah Braithwaite urséchlich fiir die groe Krebssterblichkeit in

einigen Teilen Englands den regional erhohten Fleisch- und Salzgenuss. In den Regionen, in
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denen Fleisch wenig kostete, erkrankten mehr Menschen an Magenkrebs als z.B. in Wales, wo

wenig Fleisch konsumiert wurde (Braithwaite 1902).

Erst durch das luftdichte Erhitzen trat eine Anderung der Konservierungsmethoden ein (Nicolas
Appert, 1749-1841). Durch Weiterentwicklung der Methode wurden im 19. Jahrhundert Konser-
venfabriken gebaut und Nahrungsmittel konnten lédngere Zeit gelagert werden (Barbier 1994).
Durch die Entdeckung von Louis Pasteur (1822-1895), dass Mikroorganismen bei der Fiulnis
von Lebensmitteln eine Rolle spielen und Hitze diese bekdmpfen kann, wurde das Eindosen zu
einer sicheren Konservierungsmethode und eignete sich fiir die Massenproduktion (Korbler

1972).

1.2.3  Entstehung und Erkennung des Magenkarzinoms

Die initialen und charakteristischen Entziindungsprozesse fiir Magenkarzinome konnen u.a.
durch Toxine aus konservierter und salzreicher Nahrung (Kap. 1.2.2) und/oder durch eine H.
pylori-Infektion (Kap. 2.2) hervorgerufen werden, die zu einer chronisch aktiven Gastritis fiih-
ren. Bei einigen Patienten fiihrt die dauerhafte Entziindung zu einer atrophischen Gastritis, ge-
folgt von intestinaler Metaplasie, Dysplasie, einem frithen und einem letztendlich fortgeschritte-
nen Magenkarzinom (Abb. 1 und Kap. 14) (Cover & Blaser 1992). Die Genese des Tumors be-
ginnt in der Regel durch eine Invasion der Lamina propria mucosae oder der Lamina muscularis
mucosae. Anschlieend wird die submukosale Schicht durchdrungen (Ushijima & Sasako 2004).
Magenkarzinome bleiben in den meisten Fillen eine lokalisierte Krankheit und bilden nur lang-
sam Metastasen, die sich in den meisten Féllen auf die Lymphknoten, die Leber und das Perito-
neum beschrianken (Ushijima & Sasako 2004).

Maligne Erkrankungen des Magens werden nur in wenigen Fillen vor dem 40. Lebensjahr diag-
nostiziert, danach steigt die Inzidenz je Lebensdekade, wobei ihr Maximum in der siebten Le-

bensdekade erreicht wird (Fuchs & Mayer 1995).

Trotz verbesserter Behandlungsmoglichkeiten im 21. Jahrhundert liegt die 5-Jahres-Uberlebens-
rate unterhalb von 50%. Die zugrunde liegenden Probleme fiir die hohe Mortalitét sind vage und
unspezifische Symptome der Erkrankung, fehlende Screeningtests und schlechtes Ansprechen
auf Bestrahlung und Chemotherapie (Weed et al. 1981). Die seit den 1980er Jahren etablierten
Screening- und Fritherkennungsprogramme werden hauptsichlich in Regionen mit hohem Ma-
genkrebsrisiko, wie beispielsweise Ostasien, durchgefiihrt (Hamashima et al. 2008). Préventive

MalBnahmen gestalten sich schwierig, da Magenkrebs eine Latenzzeit von etwa 40 Jahren hat.
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Folglich beeinflussen auch Faktoren, die das Leben und die Erndhrungsgewohnheiten in der Ju-

gend bestimmten, das spétere Krebsrisiko (Becker & Korfmann 1998).

1.2.4 Klassifikation

Uber 90% der bosartigen Tumoren des Magens sind Karzinome, die vom Epithel ausgehen. Die
verbleibenden Prozente verteilen sich hauptsidchlich auf Non-Hodgkin-Lymphome und Leio-
myosarkome (Rotterdam 1989), bei denen es sich um bosartige Tumoren des lymphatischen Ge-
webes bzw. der glatten Muskulatur des Magens handelt.

Den groflten Anteil an Magenkarzinomen haben die vom Driisenepithel ausgehenden Adeno-
karzinome. Diese werden in der Klassifikation nach Laurén (1965) in den intestinalen und den
diffusen Typ unterteilt und unterscheiden sich in epidemiologischen und prognostischen Merk-
malen. Der intestinale Typ kommt zwei- bis dreimal hédufiger vor als der diffuse und hat in der
Regel eine bessere Prognose, da es vorwiegend zu einem expansiven Wachstum und nur selten
zur Invasion von Lymphen und Gefdallen kommt. Die intestinale Malignitdt scheint mit Risiko-
faktoren aus Umwelt und Erndhrung zusammenzuhéngen (Kountouras et al. 2005).

Bei der Entstehung des diffusen Typs werden in kleinen Haufen gelegene schleimbildende Zel-
len beobachtet, die diffus wachsen. Kommt es zur Schleimretention in den Tumorzellen, spricht
man von Siegelringzellen, die das Gewebe deutlich aggressiver als andere Tumorzellen infiltrie-
ren (Kountouras et al. 2008). Kennzeichnend fiir den diffusen Typ ist das stirkere invasive
Wachstum. AuBerdem kommt es hdufig zu Lymph- und Gefaeinbriichen. Entsprechend seines
Wachstumsverhaltens ist die Prognose bei diesem Karzinomtyp schlechter. Ein Zusammenhang
zwischen dem diffusen Typ und Einfliissen aus Erndhrung und Umwelt ist fraglich, da bisherige

Studien keine Assoziation zeigten (Kountouras et al. 2005).

1.2.5 Genetische Grundlagen des Magenkarzinoms

Wie bei jeder Krebserkrankung muss bei der Entstehung des Magenkarzinoms zwischen Pri-
disposition durch single nucleotide polymorphisms (SNPs), Keimbahnmutationen und spontanen
Mutationen in somatischen Zellen des Patienten unterschieden werden (Schulz 2005). Der
Schwerpunkt des folgenden Abschnitts und in dieser Arbeit liegt auf spontanen Mutationen in
somatischen Zellen des Magens.

Viele Gene wurden untersucht, um die molekulare Grundlage von Magenkarzinomen zu verste-
hen, jedoch konnten nur wenige mit reproduzierbaren und hiufigen Alterationen identifiziert

werden. Beispielsweise konnen verschiedene Onkogene und Tumorsuppressorgene, wie K-ras,
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B-Catenin, c-myc, p53, APC und DCC, einen Einfluss auf die Genese und das Voranschreiten
von Magenkrebs haben. Diese Einfliisse sind jedoch nicht auf das Magenkarzinom beschrinkt,
sondern auch bei Kolorektalkarzinomen bekannt (Uchino et al. 1992, Tahara 1993). Die
Akkumulation der multiplen genetischen Veranderungen kann zum Verlust der Tumorsuppres-
sorfunktion, fehlerhafter DNA-Reparatur und Uberexpression von Onkogenen fiihren, die lang-
fristig Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts hervorrufen konnen (Kountouras et al. 2000,
Fiocca et al. 2001). Die Hiufigkeiten, in denen Verdnderungen im Genom beobachtet worden
sind, sind zum Teil abhidngig vom histologischen Karzinomtyp (Ushijima & Sasako 2004). So
sollen Mutationen in K-ras, B-Catenin und p53 héufiger bei intestinalen als diffusen Erkrankun-
gen vorkommen (Maesawa et al. 1995, Park et al. 1999, Lee et al. 2002). Uberschneidungen sind
allerdings die Regel, so dass aus den genetischen Verdnderungen nicht auf die Histologie ge-

schlossen werden kann.

Ein Gen, welchem groBe Bedeutung in der Magenkrebsentstehung beigemessen wird, ist das
Tumorsuppressorgen pS53 (Kap. 2.1, Tamura et al. 1991). P53-Mutationen in Zellen des Magens
sind ein frithes Ereignis in der Tumorgenese (Unger et al. 2003).

Zusitzlich zu Verdnderungen in p53 sind Mutationen des in den Epithelien vorkommenden E-
Cadherins ein hiufiges Ereignis in der Tumorgenese (Becker et al. 1994, Tamura et al. 1996). E-
Cadherin gehort zur Familie der Adhésionsproteine. Bei einem Funktionsverlust wird die nor-
male Gewebearchitektur aufgehoben und die Entdifferenzierung des Krebses schreitet voran
(Fiocca et al. 2001). Mutationen im diffusen Typ stellen mit 33 bis 50% ein héufiges Ereignis
dar, sind jedoch nur in Ausnahmefillen in intestinalen Tumoren beschrieben (Becker et al.
1994).

Ein weiteres Tumorsuppressorgen, welches im Magenkarzinom mutiert sein kann, jedoch am
haufigsten als Verdnderung bei Darmkrebs beschrieben ist, ist das APC-Gen (adenomatous
polyposis coli). Durch Mutationen oder den Verlust des APC-Gens sind Patienten anfalliger fiir
Neoplasien (Kountouras et al. 2000). APC-Mutationen kommen mit einer Haufigkeit von 20% in
Magenadenomen vor (Horii et al. 1992, Maesawa et al. 1995), sind allerdings mit 0 bis 5% ein
seltenes Ereignis in Magenkarzinomen (Ushijima & Sasako 2004).

Auf die Beschreibung weiterer genetischer Verdnderungen bei der Magenkrebsgenese wird an
dieser Stelle verzichtet und auf zusammenfassende Darstellungen in der Literatur verwiesen

(z.B. Tamura 2006).
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1.3 Hypothesen fiir die Untersuchung historischer Magenkarzinome

Krebserkrankungen konnen durch Verdnderungen in einzelnen Zellen eines Organs eines Pa-
tienten hervorgerufen werden, deren auslosende Faktoren vielfiltig sein konnen. Da sich die Art
und Intensitit der Exposition gegeniiber karzinogen wirkenden Einfliissen in den letzten
Jahrhunderten stetig verdndert haben, stellt sich die Frage, ob diese Verdnderungen Unterschiede
in den Tumormutationen zwischen historischem und rezentem Tumorgewebe reflektieren. Aus

dieser Fragestellung ergibt sich die erste Hypothese:

» Tumormutationen von historischen Magenkarzinomen unterscheiden sich von denen aus

der rezenten Bevolkerung

Als typisches Zielgen fiir Tumormutationen in Magenkarzinomen wird das Tumorsuppressorgen

p53 untersucht. Ausfiihrungen zu p53 finden sich in Kapitel 2.1.

Neben den benannten Risikofaktoren fiir die Entstehung von Magenkarzinomen (Kap. 1.2.2)
erhoht sich das Risiko durch eine Infektion mit dem Magenbakterium H. pylori, da diese Bakte-
rien aktiv Prozesse im Magen beeinflussen konnen (Kap. 2.2). Daraus resultiert die zweite

Hypothese:

» Patienten mit H. pylori-Infektion weisen vermehrt pS53-Mutationen in ihren

Magenkarzinomen auf

Um diese Hypothese zu priifen wird H. pylori in den historischen Magenkarzinomproben nach-
gewiesen. Beispielhaft wird eine konservierte Genregion des 16S RNA kodierenden Gens unter-

sucht.

H. pylori-Stimme zeichnen sich durch ihre genetische Diversitét aus. So unterscheiden sich die
Stimme u.a. durch die Anwesenheit von Virulenzfaktoren. Einer dieser Virulenzfaktoren ist die
Pathogenitétsinsel cag, deren Besonderheiten im Kapitel 2.2.3 erldutert werden. Die dritte

Hypothese lautet:

» H. pylori-Stamme, die Trager der Pathogenititsinsel cag sind, verursachen haufiger

Tumormutationen in p53 als cag-negative Stimme

Zur Prifung der Hypothese werden die Karzinomproben auf die Anwesenheit eines Gen-

abschnitts der cag-Pathogenititsinsel untersucht.
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Seit der Zusammenhang zwischen H. pylori-Infektionen und Magenkarzinomen bekannt ist
(Warren & Marshall 1983), gibt es Bemiithungen das Pathogen zu eliminieren. Die héufigste
Therapie beinhaltet eine Kombination verschiedener Antibiotika. Gegen einige Medikamente
dieser Kombination hat H. pylori in den letzten Jahren Resistenzen entwickelt. Daraus ergibt sich

die folgende Hypothese:

» Historische H. pylori-Isolate haben keine resistenztypischen Mutationen gegen Antibio-

tika, da ein entsprechender Selektionsdruck fehlt

Um diese Hypothese zu priifen werden einzelne Basen, deren Mutationen Resistenzen gegen das
Antibiotikum Clarithromycin bewirken, untersucht. Diese Punktmutationen sind auf dem 23S

rRNA kodierenden Gen lokalisiert.

In einem Nebenprojekt werden Bestandteile von Konservierungsfliissigkeiten der histopathologi-
schen Prédparate. Aus den identifizierten Komponenten und der DNA-Erhaltung der Probe sollen
fiir spatere Untersuchungen Vorhersagen iiber den Amplifikationserfolg getroffen werden kon-
nen. Es wird angenommen, dass die Hauptkomponenten formalin- und alkoholbasierte Losungen
sind (Burck 1981, Piechocki 1986, Romeis 1989). Fiir eine Analyse wird die kombinierte Gas-

chromatographie und Massenspektrometrie genutzt.
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2 Grundlagen zum Tumorsuppressorgen p53 und Helicobacter pylori

2.1 Tumorsuppressorgen p53 und Krebserkrankungen

Ein Gen, welches bei etwa einem Drittel der Patienten mit Magenkarzinomen Mutationen in den
Tumoren vorweist, ist das Tumorsuppressorgen p53. Es wurde 1979 von zwei Arbeitsgruppen
unabhéngig voneinander identifiziert (Lane & Crawford 1979, Linzer & Levine 1979) und gilt
heute als das am besten untersuchte Protein. Das menschliche p53-Gen ist auf Chromosom
17p13.1 lokalisiert und besteht aus 19198 Nukleotiden, die sich auf elf Exons verteilen. Der
Name leitet sich von seiner Masse ab, da das nukledre Phosphoprotein 53 Kilodalton wiegt

(Levine 1997).

Etwa die Haélfte aller menschlichen Tumoren ist durch eine Inaktivierung von p53 gekennzeich-
net. Diese Inaktivierung ist in den meisten Fillen das direkte Ergebnis von Mutationen im p53-
Gen von einzelnen Zellen. Eine indirekte Inaktivierung kann z.B. durch Bindung an virale Pro-
teine oder durch Verdnderung in Genen, deren Produkte mit p53 interagieren, stattfinden.

P53 arbeitet als Transkriptionsfaktor, der an hunderte verschiedene Promoterelemente im Genom
binden kann und die Genexpression beeinflusst (Fields & Jang 1990, Raycroft et al. 1990, Kern
et al. 1991). Es hat die Aufgaben das Zellwachstum durch Unterbrechung des Zellzyklus zu
stoppen und so eine Reparatur des Schadens zu ermoglichen sowie die Zellen zu Seneszenz oder

Apoptose zu veranlassen (Levine et al. 1991, Thor et al. 1992).

2.1.1 Funktionsweise von p53

Unter normalen Bedingungen reguliert p53 nur in geringem Malle seine abhéngigen Gene. Eine
Aktivierung kann durch verschiedene Stresssignale eingeleitet werden. Dazu gehoren u.a. Scha-
den an der DNA, die durch UV-Licht (Maltzman & Czyzyk 1984), Hypoxie, Spindelgifte (siche
Glossar, Kap. 14), Stickstoffmonoxid, Kélteschock sowie denaturierte oder veridnderte Proteine
hervorgerufen werden konnen (Vafa et al. 2002). Durch die Aktivierung von p53 wird die Halb-
wertszeit verldngert und die Konzentration des Proteins in der Zelle steigt (Bodner et al. 1992,

Price & Calderwood 1993, Maki & Howley 1997, Giaccia & Kastan 1998).

P53 vereint in seinen Funktionen zwei Mechanismen: Reparatur von Schiden und Apoptose.
Durch verschiedene Prozesse und Wirkketten tritt das modifizierte Protein in die verschiedenen

Transkriptionsabldufe der zustindigen Gene ein. Jede der oben genannten Lésionen 16st eine
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andere Reparaturantwort in der Zelle aus, so dass jeder Schaden spezifisch durch das modifi-
zierte p53-Protein bearbeitet werden kann. Vor der Reparatur muss der Zellzyklus angehalten
werden, um die Zelle aus Zellteilungsablaufen auszuschlieBen, damit jede genetische Manifesta-
tion des Fehlers vermieden werden kann. In den Reparaturprozess sind verschiedene Enzyme
wie Proteinkinasen, Histonacetylasen und moglicherweise Histonmethylasen involviert (Wang &
El-Deiry 2007).

Um die irrtiimliche Initialisierung der Apoptose durch p53 zu vermeiden, haben sich streng re-
gulierende Mechanismen entwickelt. Jedoch ist es ebenso notwendig, dass eine schnelle Reak-
tion gewdhrleistet ist, wenn es der Schaden erfordert (Wahl et al. 2007). Nach bisherigem
Kenntnisstand wird die Aktivierung der Apoptose von p53 hauptsidchlich durch Modifikation auf
Proteinebene beeinflusst, etwa durch Regulation der Proteinstabilitét, post-translationale Modifi-
kation, Protein-Protein Interaktion und subzelluldre Lokalisation. Eine Zusammenstellung fiir

mogliche Kontrollwege ist bei Wahl und Kollegen (2007) nachzulesen.

2.1.2  Mutationen in p53 und Krebserkrankungen

Einige Tumoren haben Mechanismen entwickelt, um den Transport von p53 in den Nukleus zu
storen, es stattdessen im Zytoplasma anzureichern und dort zu inaktivieren (Moll et al. 1992, Sun
et al. 1992, Moll et al. 1995). Die normale p53-Funktion kann dabei durch verschiedene
Mechanismen verloren gegangen sein. In den meisten Fillen kommt es zunéchst zu einem Ver-
lust einer chromosomalen Region oder eines ganzen 17p Chromosoms. Das verbleibende Allel
ist dann hiufig durch eine Mutation verdndert. Bei Darm-, Gehirn-, Lungen-, Leber- und Bla-
sentumoren kommt es meist zu einer Inaktivierung beider Allele. Um eine teilweise Inaktivitit
von p53 hervorzurufen, geniigt in anderen Fillen bereits eine missense-Mutation auf einem der
Allele, wenn dadurch die Zielgene nicht mehr transkribiert werden konnen. Dieser ,,dominant-
negative Effekt kann durch die erhohte Stabilitdt und damit hohere intrazelluldre Konzentration
des mutierten Proteins im Vergleich zum urspriinglichen Protein verstirkt werden (Kubbutat et

al. 1997).

Die Mehrheit der p53-Mutationen ist aus der DNA-Bindedoméine von den Exons 5 bis 8 be-
schrieben, nur 13.6% kommen auflerhalb dieser Region vor. Bei den Mutationen aus der Binde-
doméine handelt es sich hauptsdchlich um missense-Ereignisse, im Gegensatz dazu finden sich

auBBerhalb dieser Exons verstéirkt frame-shift- oder nonsense-Mutationen (Hjortsberg et al. 2008).
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SNPs im p53-Netzwerk und daraus resultierende genetische Unterschiede zwischen Menschen
konnen zu unterschiedlichen zelluldren und molekularen Antworten auf Stresssignale fiithren.
Das kann wiederum einen Einfluss auf das Alter bei Krebsentstehung, die Inzidenz des Krebses
und das Ansprechen auf eine Therapie haben (Wang & El-Deiry 2007). Ein Beispiel ist die poly-
morphe Auspriagung des Codons 72 von p53 (Harris et al. 1986, Matlashewski et al. 1987). Eine
prospektive Studie mit iiber 85jdhrigen Russen zeigte, dass homozygote Trager des Prolin-Ge-
notyps hédufiger Krebs entwickeln als homozygote Trager des Arginin-Genotyps. Die Prolin-Tri-
ger zeigen allerdings auch eine hohere Lebenserwartung (Smetannikova et al. 2004). Das

Magenkrebsrisiko soll durch den homozygoten Prolin-Genotypen um das Vierfache steigen (Yi

& Lee 2006).

Vererbbare Keimbahnmutationen in p53 sind nur in wenigen Féllen beschrieben. Die angeborene
Mutation fiihrt durch den vollstdndigen Verlust der pS3-Tumorsuppressorgen-Funktion bereits in
frithen Jahren zur Tumorentstehung und wird als Li-Fraumeni-Syndrom bezeichnet (Varley et al.
1997).

Die meisten p53-Mutationen finden spontan statt, ohne dass ein Einfluss mdglich wére und
MafBnahmen zur Vorbeugung ergriffen werden kdnnten.

Beispiele aus der molekularen Epidemiologie zeigen allerdings, dass einige Mutationen durch
Umwelteinfliisse beeinflussbar und damit zu vermeiden sind. So kdnnen photo-induzierte Muta-
tionen, die durch ultraviolette Strahlung hervorgerufen werden, Hautkrebs (Brash et al. 1991,
Tornaletti et al. 1993) und Benzo(a)pyren aus Zigarettenrauch Lungenkrebs induzieren

(Denissenko et al. 1996, Toyooka et al. 2003).

2.1.3 Mutationen in p53 und Magenkarzinome

Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 sind die hdufigsten genetischen Verdnderungen im
menschlichen Magenkarzinom und in bis zu 77% der Tumoren beschrieben (Yamada et al. 1991,
Matozaki et al. 1992, Correa & Shiao 1994, Fenoglio-Preiser et al. 2003). Nachweise der
Mutationen sind bereits bei Magenlédsionen in potentiellen Friihstadien von Krebs (atrophische
Gastritis, intestinale Metaplasie und Dysplasie) bekannt (Shiao et al. 1994, Levi et al. 1996).

Die Uberexpression von p53 wurde in 17 bis 91% der invasiven Magenkarzinome beobachtet
(Fenoglio-Preiser et al. 2003). Der Grad der Expression korreliert mit der Proliferationsrate der
Tumoren, was moglicherweise die hohere Expression von p53 in intestinalen Magenerkrankun-

gen im Vergleich mit diffusen erklirt (Ioachim et al. 1997).
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Von Magenkarzinomen ist ein grofles p53-Mutationsspektrum bekannt, dennoch hiufen sich
viele Mutationen an ganz bestimmten Positionen (Hotspots). In einer absteigenden Héufigkeit
sind bei Magenkrebs besonders die Codons 175, 248, 273, 282, 245 und 213 von Basenaustau-
schen betroffen, die sich zudem alle bei CpG-Inseln (CpG sites) befinden. Die hdufigsten Verdn-
derungen sind bei Europidern G:C zu A:T-Transitionen (Hongyo et al. 1995, Fenoglio-Preiser et

al. 2003).

In der Genese des Magenkarzinomens kann es auch zu einem Verlust der Heterozygotie (LOH,
loss of heterozygosity) kommen, wenn ein Allel verloren geht (Kap. 2.1.2). LOH-Ereignisse von
p53-Allelen wurden im Zusammenhang mit Magenkrebs in 26 bis 83% der untersuchten Félle
identifiziert (Fenoglio-Preiser et al. 2003). Kombinationen von LOH und p53-Mutationen wur-
den in bis zu 60% der Tumoren gefunden (Sano et al. 1991), grundsétzlich sind beide Ereignisse
jedoch unabhingig voneinander. Kommt es durch eine Punktmutation schon zu einer Konforma-
tionsédnderung des Wildtypproteins und damit zu einem Funktionsverlust (Milner & Medcalf
1991), ist ein zweites Ereignis, sei es eine weitere Mutation oder LOH, fiir die Entstehung von
Magenkarzinomen oft nicht mehr erforderlich.

Ein Tumor kann auch von mehr als einer Mutation betroffen sein (Flejou et al. 1999). Insbeson-
dere in Friihstadien der Tumorgenese sind Zellen mit unterschiedlichem p53-Mutationsstatus
bekannt. AnschlieBend entwickelt sich eine Mutation stiarker weiter, proliferiert und bildet sich

in fortgeschrittenen Stadien als die dominante Mutation heraus (Iwamatsu et al. 2001).

2.1.4 p53-Datenbanken

Die Datenbank der International Agency for Cancer Research (IARC) (www-p53.iarc.fr) ist ein
Projekt der Arbeitsgruppe um Pierre Hainaut aus Lyon, Frankreich. 1994 gegriindet, enthilt sie
inzwischen mehr als 26.000 Eintrdge fiir somatische und mehr als 500 fiir Keimbahnmutationen.
80% dieser Eintrdge sind missense-Mutationen (Petitjean et al. 2007). Zusitzlich zur eigentlichen
Datenbank sind Analysen fiir somatische Mutationen fiir einzelne Tumortypen online moglich.
Fiir Magenkarzinome wird fiir p53-Mutationen eine Frequenz von 32.2% angegeben.

Eine weitere, unabhédngige Datenbank, The TP53 Web Site, ist online unter http://p53.free.ft/ zu
finden. Die Leitung unterliegt Thierry Soussi und dem Krebszentrum Karolinska in Schweden.
Fast 85% der 30.500 Eintrdge der UMD TP53 Mutation Database sind missense-Mutationen
(Hjortsberg et al. 2008). Uber die eigentliche Datenbank hinaus sind auch Informationen zu p53-
Mutationen und einzelnen Tumortypen vorhanden. Fiir Magenkarzinome sind Daten fiir 2.500

Félle mit etwa 740 Mutanten verzeichnet. Daraus ergibt sich eine Frequenz von knapp 30%.
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Beide Datenbanken werden kontinuierlich aktualisiert und ermdglichen damit einen umfassen-

den Vergleich der eigenen Forschungsergebnisse mit publizierten Daten.

2.1.5 p53 und Helicobacter pylori

Seit Beginn der 1990er Jahre wird ein Zusammenhang zwischen einer Infektion mit dem Bakte-
rium H. pylori und der Entwicklung von Magenkarzinomen vermutet (Nomura et al. 1991,
Asaka et al. 1995). Die Vermutung konnte bestétigt werden, als bei p53 knock-out Méusen eine
Helicobacter-Infektion die Entwicklung von Magendysplasie bewirkte, die Infektion bei norma-
len Méusen hingegen keine neoplastischen Verdnderungen hervorrief (Dunn et al. 1995). Durch
den Verlust der p53-Funktion wird vermutlich die genetische Instabilitit der Mukosa erhoht,
welche die Entstehung von Magenerkrankungen erleichtert.

Ferner wurden erhohte p53-Mengen in H. pylori-infizierter Magenschleimhaut nachgewiesen
(Hibi et al. 1997, Jones et al. 1997). Grund fiir die Expression von p53 konnte der Schaden sein,
der durch die H. pylori-Infektion in der Magenschleimhaut hervorgerufen wird. Nach erfolgrei-
cher Eradikation von H. pylori sank das p53-Level wieder auf das Niveau vor der Infektion (Hibi

et al. 1997, Satoh et al. 2001).

Innerhalb der mit H. pylori infizierten Magenkrebs-Patienten sind Verdnderungen im p53-Gen
haufiger bei Patienten beobachtet worden, die Trager des Virulenzfaktors cag sind (siehe Kap.

2.2.3) (Deguchi et al. 2001, Kubicka et al. 2002, Shibata et al. 2002).

2.1.6 Kriterien fur die Marker- und Methodenauswahl

In der vorliegenden Arbeit werden Tumormutationen von historischen Magenkarzinomen mit
rezenten verglichen. Fiir die Untersuchung von Tumormutationen sollte der Marker verschiedene
Kriterien erfiillen. Ein Kriterium war, dass der Marker der Wahl mit einer moglichst hohen Mu-
tationsfrequenz bei Magenkarzinomen vorkommt, um auch bei geringer Probenzahl genetische
Verdanderungen detektierbar machen zu koénnen. Ferner war eine Voraussetzung, dass Ver-
gleichsmoglichkeiten zu Mutationen von rezenten Patienten zur Verfiigung stehen und die Grof3e
der Exons fiir die Analyse an aDNA geeignet sind. Diese Kriterien erfiillen die Exons 5 bis 8 des
Tumorsuppressorgens p53.

Kriterien fiir eine Analysemethode, um Mutationen in p53 identifizieren zu kénnen, waren Ver-

lasslichkeit und Aussagekraft. AuBerdem musste eine Technik Verwendung finden, die fiir die
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Analyse alter DNA geeignet ist und gleichzeitig den Datenvergleich mit aktuellen Publikationen

ermOglicht. Diese Kriterien wurden durch die Sequenzierung erfiillt.

2.2 Helicobacter pylori und die Entstehung von Magenerkrankungen

Molekulare Methoden ermodglichen den Nachweis von Krankheitserregern durch den Nachweis
deren Erbguts. Auf diese Weise konnen Erreger auch ohne sichtbare Krankheitssymptome an
Skelett, Weichteilen oder Organen nachgewiesen sowie Riickschliisse auf Epidemiologie, Ge-
schichte und Verbreitung gezogen werden. Einer dieser Erreger ist H. pylori. Eine Infektion stellt

ein anerkanntes Risiko fiir die Entwicklung von Magenkrebs dar (vgl. Kap. 1.2.2).

2.2.1 Anpassung von H. pylori an das Leben im Magen

H. pylori hat seine Lebensnische nicht nur im Magen, sondern auch auf den Schleimhduten im
Duodenum und Osophagus. Innerhalb des Magens kann es entweder frei in der Schleimschicht
oder angehéngt an Epithelzellen leben (Petersen et al. 2001, Amieva et al. 2002). H. pylori ist im
Laufe der Evolution kein azidophiler Organismus geworden, sondern hat eine andere Anpas-
sungsstrategie entwickelt, um im Magen leben zu konnen. Um die Magensdure zu puffern, sind
15% der gesamten Proteine fiir die Bildung von Urease verantwortlich. Bei einem externen pH,
der kleiner als 6.5 ist, 6ffnen sich spezielle Kanile in der Zytoplasmamembran der Bakterien, die
Harnstoff in das Periplasma transportieren. Durch die Hydrolyse von Harnstoff entsteht Ammo-
niak, welches die Magensdure im periplasmatischen Raum durch Bildung von Ammonium und
Kohlenstoffdioxid neutralisiert, so dass das Membranpotential des Zytoplasmas beibehalten
werden kann (Weeks et al. 2000). Durch die Neutralisierungsreaktion wird aullerdem ein Gra-
dient aufgebaut, der zur Orientierung dient (Schreiber et al. 2004).

Kommt Ammoniak in hoher Konzentration vor, schiadigt es die Mukosa (Malfertheiner & Nilius
1994). Das Urease-produzierende Gen ist in allen Stimmen konserviert und wird daher in der

Diagnostik als H. pylori-Nachweis verwendet.

2.2.2 Risikofaktoren fiir die Infektion mit H. pylori

H. pylori ist mit deutlichen Frequenzunterschieden weltweit verbreitet. Die Infektionshaufigkeit
liegt zwischen 25% in den Industrieldindern und 80% in den Entwicklungsléndern (Parsonnet

1995, Pounder & Ng 1995).
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Die Infektion mit H. pylori erfolgt in den meisten Féllen im Kindesalter auf oralem Wege und
dauert das ganze Leben an, sofern keine Eradikation vorgenommen wird (Kap. 2.2.4). In 90%
der Fille erfolgt eine Infektion vor dem zehnten Lebensjahr (Bardhan 1997). Da der genetische
Fingerabdruck der bakteriellen Isolate der Kinder in den meisten Fillen vollstindig mit dem der
Mutter iibereinstimmt (Konno et al. 2005), liegt die Vermutung nahe, dass die Transmission von
der Mutter auf das Kind z.B. durch das Vorkauen der Nahrung stattfindet (Albenque et al. 1990).
Zu einer Ansteckung mit dem Magenbakterien kann es auch zwischen Eheleuten (Georgopoulos
et al. 1996, Brenner et al. 1999) und Geschwistern kommen (Kivi et al. 2005).

Weitere Ubertragungswege spielen eine untergeordnete Rolle. Ein erhohtes Risiko durch eine
gastro-orale Ubertragung in der Nihe von Erbrochenem (Parsonnet et al. 1999, Luzza et al.
2000) oder durch eine fikal-orale Ubertragung von Fikalien auf Nahrungsmittel durch Fliegen
(Hopkins et al. 1993, Parsonnet et al. 1999, Khalifa et al. 2010) wird diskutiert.

Als grofiter Risikofaktor fiir eine Ansteckung mit H. pylori gilt der soziodkonomische Status der
Familie. Dazu gehoren Einkommen und Bildung der Eltern, Bewohnerdichte auf dem Wohn-
raum (McCallion et al. 1996, Torres et al. 1998) sowie die hygienischen Bedingungen wihrend
der Kindheit (Klein et al. 1991). 1995 betrug die Infektionsrate bei Kindern in St. Petersburg
noch 44%. Zehn Jahre spéter, mit einer deutlichen Verbesserung der hygienischen Bedingungen
in den Haushalten und dem Beginn der Eradikation, waren nur noch 13% H. pylori-positiv
(Tkachenko et al. 2007).

Eine schnellere Besserung in den Lebensbedingungen der Industrieldnder gegeniiber den Ent-
wicklungslandern erkldrt auch die fallenden Infektionsraten in den westlichen Landern (The

EUROGAST Study Group 1993, Brown 2000).

Trotz einer weltweiten Infektion mit H. pylori gibt es Unterschiede in der Pravalenz der Infek-
tion zwischen Subpopulationen eines Landes. In ethnischen Gruppen wie afrikanisch- und asia-
tisch-stimmigen Amerikanern sind deutlich mehr Menschen H. pylori-positiv als bei europiisch-
stimmigen. Auflerdem sind in den Vereinigten Staaten weniger 6konomisch gut gestellte Men-
schen Helicobacter-Trager als in den sozial benachteiligten Gruppen und bei Immigranten
(Malaty et al. 1992). Urséchlich scheint, iibereinstimmend mit den genannten Faktoren, ein
geringerer soziookonomischer Status wiahrend der Kindheit zu sein (Malaty et al. 1998, Malaty
2007). Dariiber hinaus werden Unterschiede in den Bevolkerungsgruppen auf den Einfluss von
Umweltkomponenten und genetischen Faktoren des Tragers zuriickgefiihrt (Graham et al. 1994,

Malaty et al. 1994).
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2.2.3 H. pylori und Erkrankungen des Magens

Obwohl etwa die Hélfte der Weltbevilkerung mit H. pylori infiziert ist (The EUROGAST Study
Group 1993), entwickelt nur etwa 1% der Infizierten Geschwiire oder Magenkrebs (Kuipers
1999). Die Besiedlung des Magens durch H. pylori kann chronische Magenentziindungen
hervorrufen, die eine Vielzahl von Krankheiten zur Folge haben konnen (Abb. 1). Die Schwere
der Krankheit kann von oberflichlicher Gastritis, gastrischer Atrophie, intestinaler Metaplasie

und Dysplasie bis zu Magenkarzinomen reichen (vgl. Kap. 1.2.3, Cover & Blaser 1992).

Der héaufigste Phénotyp einer

Gesunde Mukosa

durch H. py lori induzierten Ma- innerhalb von Wochen H. pylori
generkrankung ist eine einfache Oberfigchliche Gagtritls. —
innerhalb von Jahren \crufnéfakj‘oren
. . . acA, Cag
oder gutartige Gastritis. Eine Gastrische Atrophie

Parallele zwischen dem Koloni-
) ) Intestinale Metaplasie
sationsgrad der Magenschleim-

haut mit H. pylori und dem Akti- Dysplasie

vitdtsgrad der Gastritis konnte . —

nachgewiesen werden (Stolte et

Abb. 1: Mégliche Entwicklungsstufen einer Magenkrebsmanifestation des
al. 1990, Stolte 1992). intestinalen Typs durch das Pathogen H. pylori und dessen Virulenzfaktoren.

Ein zweiter Phénotyp ist das Ulcus duodenum, das sich bei 10 bis 15% der infizierten Menschen
entwickelt. Diese Form der Gastritis zeichnet sich durch antrale Entziindung und einen hohen
Gastringehalt bei normaler Magensauresekretion aus (ElI-Omar et al. 1995).

Der dritte Phénotyp ist das Magenkarzinom, welches deutlich seltener ist und eine Gastritis im
gesamten Korpus des Magens beinhaltet. Zusétzlich konnen Virulenzfaktoren von H. pylori
(VacA, CagA, Kap. 2.2.4) das Erkrankungsrisiko weiter erhdhen (Talley 2008). Interessanter-
weise zeigen Untersuchungen, dass Menschen mit Zwolffingerdarmgeschwiir vor der Magen-

krebsentstehung geschiitzt sind (Hunt 1996).

2.2.4 Virulenzfaktoren von H. pylori und Magenerkrankungen

Die weltweite Verbreitung von H. pylori und die doch vergleichsweise geringe Inzidenz der Ma-
gen- und Zwolffingerdarmgeschwiire waren zunéchst schlecht erklédrbar, bis man die Virulenz-
bzw. Pathogenitétsfaktoren entdeckte. Man fand heraus, dass einige Helicobacter-Gene durch
horizontalen Gentransfer von anderen Bakterienspezies erworben oder durch natiirliche Trans-

formation von anderen H. pylori-Stimmen iibertragen worden sind. Studien zeigten grofle Ab-
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weichungen zwischen den einzelnen Isolaten und dass etwa 7% der Gene fiir jeden Stamm spezi-
fisch sind (Tomb et al. 1997, Alm et al. 1999). Diese Diversitit der Stimme erklirt einen Teil

der unterschiedlichen Auswirkung auf infizierte Menschen.

Ein Beispiel fiir einen Virulenzfaktor ist die cag Pathogenititsinsel (cag PAI), ein 40 Kilobasen
groer DNA-Abschnitt, der aus mehr als 30 Genen besteht, die wiederum fiir das Antigen CagA4
(cytotoxin-associated gene A) kodieren (Xiang et al. 1995, Akopyants et al. 1998).

Patienten, die mit cag-positiven H. pylori-Stimmen infiziert sind, zeigen eine héhere Prolifera-
tion im Magenepithel als solche ohne cag PAI. Zusétzlich sind die Apoptoseraten bei cag-positi-
ven Stdmmen geringer als bei negativen. Eine erhohte Proliferation der infizierten Zellen ohne
erhohte Apoptose konnte daher das grofBere Magenkrebsrisiko bei Patienten mit cag-positiven
Stammen erkldren (Peek Jr et al. 1997). Hier liegt zum Teil die Tatsache begriindet, dass es in
Ostasien, wo nahezu alle Stimme cag-positiv sind, eine hohere Magenkarzinomfrequenz gibt als
in den westlichen Industrielindern, wo die cag PAI nur bei etwa 20-60% der Stimme identifi-

ziert werden konnte (Konturek et al. 2009, Yamaoka 2009).

Zwei Varianten der cag PAI sind bekannt, die sich durch Polymorphismen der Genabschnitte
unterscheiden lassen. Das ostasiatische CagAd wurde bisher nur in H. pylori-Isolaten von Men-
schen gefunden, die dort geboren und ihre ersten Lebensjahre dort verbracht haben (van Doorn et
al. 1999). Das westliche CagA ist hingegen in der restlichen Welt gleich verteilt (Yamaoka et al.
2002). Bei der Frage, ob und welche Erkrankungen auftreten, kann es entscheidend sein, welcher
Typ des polymorphen CagA vorliegt, da dies bei verschiedenen Typen unterschiedliche Effekte
bei zelluldren Signalwegen und verschiedene Krankheitsrisiken zur Folge hat (Yamaoka et al.

1999, Higashi et al. 2002, Argent et al. 2004, Argent et al. 2008, Basso et al. 2008).

Zunichst konnte nicht geklart werden, wie das CagA4-Protein fiir seine schidigende Wirkung in
die Epithelzellen des Magens gelangt. Inzwischen ist bekannt, dass einige Gene nahe CagA ho-
molog zu Bestandteilen eines Typ 4-Sekretionssystems sind, die fiir makromolekulare Strukturen
kodieren und wie kleine Nadeln einen Kontakt zwischen Wirt und Pathogen herstellen
(Odenbreit et al. 2000). Durch diesen Kontakt konnen die bakteriellen Produkte in die Wirtzellen
injiziert werden (Censini et al. 1996). Folgen der Injektion sind starke Verdnderungen im
Zytoskelett des Wirts, die letztendlich zu einer Auflosung des Zellverbandes und der Zell-
Matrix-Interaktion fiihren konnen (Konturek et al. 2009).

Eine weitere Besonderheit ist, dass die Epithelzellen des Wirts durch die Anwesenheit von CagA4

zu einer Uberexpression und Freisetzung von groen Mengen von Interleukin-8 angeregt werden
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(Crabtree et al. 1995). Das proinflammatorische Zytokin induziert eine Immunantwort, die durch
eine erhohte Expression von weiteren Zytokinen wie Interleukin-18 und TNFa (tumor necrosis
factor a) begleitet wird. Das fiihrt zu einer verstérkten Entziindung und zu einer geringeren Salz-
sdureproduktion durch die Parietalzellen des Magens. Auf diese Weise erhoht sich der pH-Wert
des Magens und schafft ein optimales Milieu fiir die Bakterien.

Bislang konnte jedoch nicht geklart werden, unter welchem konkreten Einfluss CagA fiir den
Tréger pathogen wird und welche Charakteristika Menschen besitzen, die keine Krankheitsbilder

entwickeln (Amieva & El-Omar 2008).

Ein weiterer Virulenzfaktor von H. pylori ist das vacuolating cytotoxin gene (VacA) (Cover
1996, Atherton 1998), welches fiir das gleichnamige Protein kodiert und im Gegensatz zur cag
PAI in allen bekannten Stimmen vorkommt (Kuck et al. 2001). Bakterielle Toxine wie VacA
haben in den meisten Féllen die Funktion, die Bakterien bei der Kolonisierung des Wirts zu un-
terstiitzen (Schmitt & Haas 1994).

Das VacA-Protein hat vielfdltige Auswirkungen auf die Epithelzellen, beispielsweise durch Bil-
dung von Vakuolen in der Zellmembran des Magenepithels, durch Zerstorung von Zellen, durch
eine Erhohung der intrazelluldren Permeabilitidt und die Verdnderung der Apoptose (Ilver et al.
2004, Yuan et al. 2004). AuBBerdem werden VacA entziindungsfordernde Effekte zugeschrieben,
da eine lokal begrenzte Immunsuppression durch die Hemmung der Aktivitit und Proliferation
von T-Lymphozyten hervorgerufen wird (Boncristiano et al. 2003, Gebert et al. 2003). Moglich
ist auch, dass VacA durch Schiadigung der Epithelbarriere Nahrstoffe freisetzt, die fiir das
Wachstum in der Magenschleimhaut nétig sind (Cover & Blanke 2005).

Innerhalb der VacA-Sequenz sind viele Polymorphismen beschrieben, die eine unterschiedliche
Toxizitét und in Folge dessen unterschiedliche Krankheitsbilder und Schweregerade der Erkran-
kung nach sich ziehen (Cover & Blanke 2005). Man nimmt an, dass die Mosaikstruktur von

VacA das Ergebnis hiufiger Rekombination ist (Owen et al. 2002, Blaser & Atherton 2004).

2.2.5 H. pylori-Eradikation und Resistenzentwicklung gegen Antibiotika

Elf Jahre nach der ersten Kultivierung von H. pylori (Warren & Marshall 1983) empfahl das
National Institute of Health (USA) Patienten mit andauernden Magenbeschwerden und nachge-
wiesener Helicobacter-Infektion eine dreifach Therapie mit Protonenpumpenhemmern in Kom-
bination mit Clarithromycin und Amoxicillin oder Metronidazol (National Institute of Health
1994). Es zeigt sich, dass es seit dem Therapiebeginn immer héufiger Berichte {iber die steigende

Resistenz von H. pylori-Staimmen gegen diese Antibiotika gibt (Kalach et al. 2001a). Die grofite
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Resistenz der H. pylori-Staimme richtet sich gegen Metronidazol, gefolgt von Clarithromycin
(Glupczynski et al. 1992, Kalach et al. 2001b).

Eine japanische Studie macht die Schnelligkeit der Resistenzentwicklung deutlich. Der moleku-
lare Fingerabdruck der Stimme der Eltern und der Kinder war anfangs identisch, nach Behand-
lung mit Clarithromycin, z.B. gegen Atemwegserkrankungen, wurden viele der aus Kindern iso-

lierten Stdmme resistent (Glupczynski et al. 2001).

Die der Metronidazol-Resistenz zugrunde liegenden Mechanismen bei H. pylori sind bisher nicht
eindeutig geklart (Mendz & Mégraud 2002, Chisholm & Owen 2003). Lediglich fiir Cla-
rithromycin gibt es reproduzierbare Daten. Die hervorgerufene Resistenz richtet sich gegen die
Makrolid-Bestandteile des Medikaments, welche gegen endozytisch lebende intrazelluldre Bak-
terien wirken (Hulten et al. 1996). Das Medikament bindet an die 50S-ribosomale Untereinheit
und blockiert die Translation (Schliinzen et al. 2001). Die Grundlage fiir die Resistenz gegen
Clarithromycin sind Punktmutationen im 23S rRNA kodierenden Gen, welches die
Hauptkomponente der 50S-Untereinheit bildet. Die Mutationen treten in der Peptidyltransferase-
Region der V Doméne auf und verhindern, dass das Medikament binden kann (Taylor et al.
1997). Die Punktmutationen, die am haufigsten auftreten, sind A2143G mit 45,2% und A2142G
mit 33,3%. A2142C kommt mit 1,6% deutlich seltener vor (van Doorn et al. 2001). Noch selte-
ner wurden die Mutationen A2115G, G2141A und T2717C beschrieben (Hultén et al. 1997,
Fontana et al. 2002).

In der Literatur gibt es kontroverse Ergebnisse zur Frage, ob die Resistenz der Bakterien ohne
selektiven Druck stabil (Mégraud et al. 1996, Hultén et al. 1997) oder reversibel (Xia et al. 1996)
ist. Allgemein gilt, dass die Zahl der resistenten Staimme nach der Behandlung auf bis zu 80%

ansteigen kann (Maggi-Solca et al. 2000, Soltermann et al. 2005).

Da die Einfliisse von H. pylori auf den Magen des Wirts frithe Ereignisse in der Entwicklung von
Karzinomen darstellen, garantiert eine erfolgreiche Behandlung keinesfalls ein Leben ohne spi-
tere Magenerkrankungen. Tatsdchlich wird durch eine Eradikation die Anzahl der Patienten, die
nach fiinf Jahren Krebs entwickeln, nur wenig reduziert, wenn die Schidigung des Magens schon
fortgeschritten ist (Wong et al. 2004). Eine frithzeitige und damit praventive Behandlung wird
daher empfohlen (Malfertheiner et al. 2010).
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2.2.6 Marker- und Methodenauswahl fiir die Identifikation von H. pylori

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist, den Risikofaktor H. pylori fiir die Entstehung von Magen-
karzinomen (National Institute of Health 1994) in den Gewebeproben zu identifizieren. Da das
vorliegende Material konservierte Feuchtpriparate ganzer Magen sind, konnen nur PCR-basierte
Methoden Anwendung finden. Aufgrund der hohen Sensibilitdt und Spezifitit des molekularen
Nachweises (Tankovic et al. 2007) kann H. pylori nicht nur identifiziert werden, sondern ein
erfolgreicher Nachweis kann auch Informationen zu Virulenzfaktoren und dem damit verbunde-
nen Risiko fiir Magenkrankheiten des Patienten oder zu Behandlungseinschrinkungen durch
Antibiotikaresistenz liefern. Im Folgenden wird beschrieben welche Marker fiir die jeweiligen

Fragestellungen zu H. pylori ausgesucht wurden.

16S rRNA Gen

Der grundsétzliche Nachweis von H. pylori erfolgt durch die Anwesenheit des 16S rRNA Gens.
Dieses ribosomale Gen ermdglicht sowohl einen generellen Nachweis von Bakterien als auch
eine konkrete Identifizierung der Bakterienspezies (Kolbert & Persing 1999). Da H. pylori eine
hoch diverse Art darstellt, muss eine Region gewihlt werden, die in allen Stimmen konserviert
vorliegt und eine Trennung von anderen Bakteriengattungen ermdglicht.

Es ist anzunehmen, dass auch die bakterielle DNA durch chemische Prozesse aus den Bestand-
teilen der Konservierungsfliissigkeiten degradiert wurde. Des Weiteren ist anzunehmen, dass die
bakterielle DNA im Vergleich zur humanen in einer geringen Kopienzahl vorliegt. Aufgrund
dieser Voraussetzungen wurde die sensible Real-Time PCR fiir den H. pylori-Nachweis ausge-

wihlt (Kap. 6.9).

cag Pathogenititsinsel

Stellvertretend fiir die ganze Pathogenititsinsel wird in epidemiologischen Studien das CagA4-
Zytotoxin bzw. dessen Gen untersucht (Konturek et al. 2009, Yamaoka 2009). Daher wurde sich
auch in der vorliegenden Arbeit darauf beschrinkt. Der Nachweis findet an konservierten DNA-
Abschnitten des Cag4-Gens durch die konventionelle PCR mit Uberpriifung des Amplifikations-
erfolges durch die Agarose-Gelelektrophorese statt (Kap. 6.9.3).

23S rRNA Gen
Ziel dieses thematischen Teilbereichs sind Hinweise zur Beantwortung der Frage, ob resistenz-
verursachende Mutationen gegen das Antibiotikum Clarithromycin erst durch den selektiven

Druck der Behandlung entstanden sind oder ob sich die Punktmutationen bereits vor mehr als 60
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Jahren ohne entsprechenden selektiven Druck in den Bakterien etabliert hatten. Dazu wird ein
Abschnitt des 23S rRNA Gens von H. pylori in den historischen Proben untersucht.
Die potentiellen Mutationsloci werden durch eine SBE-basierte Analyse untersucht (single base

extension, Kap. 6.9.4).

Des Weiteren ermdglicht die Identifikation weiterer H. pylori-Gene in Form der cag Pathogeni-
tatsinsel und des 23S rRNA Gens eine Kontrolle und Verifikation der durch die Real-Time PCR
ermittelten Ergebnisse des 16S rRNA Gens.
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3 Medizinhistorische Museen und pathologisch-anatomische Sammlungen

Das Sammeln von anatomischen und pathologischen Pridparaten gewann im 17. Jahrhundert an
Bedeutung, als die Herstellungstechniken fiir Dauerpraparate deutlich verbessert worden waren.
Der Gebrauch von Alkohol zur Konservierung seit 1663 und die Verwendung von geschmolze-
nem und gefdarbtem Wachs anstelle von Wasser seit 1666 waren Teile des Fortschritts in der
Sammlungsentstehung. In allen Stadten entstanden Sammlungen, so dass Mitte des 18. Jahrhun-
derts in Berlin ,,drei anatomisch-pathologische Privatsammlungen in freundschaftlichem Wett-
bewerb miteinander standen® (Artelt 1936).

Im ausgehenden 20. und beginnenden 21. Jahrhundert reduzierte sich die Bedeutung der Samm-
lungen. In Féllen, in denen keine ausreichende Verbindung zwischen Fachdisziplin und Quellen-
sicherung stattgefunden hatte, bestand das Risiko der Verwahrlosung, Pliinderung und des damit
verbundenen Wissensverlustes (Habrich 1991). In einigen Féllen sind die Praparate trotz allem
noch vorhanden, jedoch fehlen sdmtliche Informationen zu diesen Pridparaten sowie zu deren
Herkunft und Herstellungstechniken. Dieses Schicksal eint alle im Folgenden vorgestellten
Sammlungen, weshalb die Préparate als solche die einzige Zugangsquelle fiir Informationen dar-
stellen. Ausnahmen hierfiir sind lediglich Proben aus dem Berliner Medizinhistorischen Mu-
seum, da fiir viele Feuchtpriparate Kurzbeschreibungen zu Geschlecht, Alter und Diagnose der

Patienten vorhanden sind.

3.1 Pathologisch-anatomisches Bundesmuseum Wien

Das Sammeln und Préparieren menschlicher Korperteile hat in Wien eine lange Tradition. Die
Geschichte des Pathologisch-anatomischen Bundesmuseum begann im Jahr 1795, als der Sani-
titsreferenten Josef Pasqual Ferro den Arzten im Krankenhaus anordnete, ,,merkwiirdige Stiicke
in Weingeist aufzubewahren* (Patzak 2009).

Die erste systematische Sammlungsarbeit wurde von Aloys Rudolf Vetter vollzogen, durch den
die Priparatanzahl schnell von 4 auf 400 stieg. Leider ist aus dieser Zeit kein Museumskatalog

iiberliefert worden. Die dltesten Eintragungen gehen auf einen Katalog von 1828 zuriick (Patzak

2009).

Das Bundesmuseum hat seine Ausstellungs- und Lagerflichen heute im Wiener Narrenturm, der
1784 als ,,Irrenthurm* erbaut wurde (Abb. 2). Es umfasst eine Sammlung von 50.000 Objekten,
die in 200 Jahren zusammengetragen worden sind. Nahezu jede Konservierungsart ist vorhan-

den, den groften Anteil nehmen Feucht- und Trockenpriaparaten (Abb. 3) ein, die meist aus Lei-
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chenteilen prépariert wurden. Aulerdem gibt es viele Keroplastiken wie Moulagen und Bossie-

rungen. Die Sammlung zeichnet sich durch eine Vielzahl von gesunden Organen und Korpertei-

len, vielfdltigen Krankheitsbildern, Organverdnderungen und genetisch verursachten Missbil-

dungen aus (Patzak 2009).

Abb. 2: Der Wiener Narrenturm, in dem Abb. 3: Das Bild zeigt die Lagerung der
heute das Bundesmuseum untergebracht ist. Feuchtpréiparate im Wiener Bundesmuseum.

3.2 Berliner Medizinhistorisches Museum der Charité

Das Berliner Medizinhistorische Museum der Charité beherbergt einen groflen Bestand an
Feucht- und Trockenpréparaten, dessen Kern durch den Berliner Pathologen Rudolf Virchow
(1821-1902) zusammengetragen worden ist. Bestand die Sammlung vor Virchow aus etwa 1.500
Objekten, so wuchs sie unter seiner Fiihrung bis 1890 auf 19.000 Sammlungsstiicke an. Ziel die-
ser Sammlung war ein Vergleich gesunder und kranker Korperteile, um den charakteristischen
Verlauf von Krankheiten zu dokumentieren. Die Sammlung diente urspriinglich ausschlie8lich
Lehr- und Studienzwecken, war spiter aber auch der Offentlichkeit zugéinglich, um Kenntnisse
zu Gesundheit und Krankheit in der Bevolkerung zu verbreiten (Krietsch & Dietel 1996).

Vor dem zweiten Weltkrieg umfasste die Sammlung etwa 26.000 Priparate, von denen die
Mehrheit durch Bomben zerstort wurde, so dass nach dem Krieg nur noch 2.500 Objekte vor-
handen waren. Durch einen Brand des Dachstuhls in den 1950er Jahren kam es zu weiteren
Verlusten. Seit den ausgehenden 1940er Jahren wird die Sammlung wieder aufgebaut und um-

fasst inzwischen wieder etwa 10.000 Objekte (Krietsch & Dietel 1996).
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3.3 Sammlung der Universitédt Tartu, Estland

Die anatomische Sammlung an der Universitéit Tartu, damals Dorpat, begann mit Heinrich Fried-
rich Isenflamm (1771-1825), der aus Deutschland emigrierte und viele anatomische und patho-
anatomische Prédparate fiir seine Lehrveranstaltungen mitbrachte (Aunapuu et al. 2005). Viele
bekannte Anatomen wie z.B. Jakob Ernst Arthur Bottcher (1831-1889) brachten ihr Wissen und
neue Musealpriparate in die Sammlung ein. Ein offizielles Museum der Anatomie wurde 1890
unter August Antonius Rauber (1841-1917) eroffnet. Heute sind allerdings nur noch wenige
Ausstellungsobjekte erhalten, da viele Priparate in verschiedenen Kriegen zerstort wurden
(Aunapuu et al. 2005). So ist beispielsweise nicht bekannt welcher Herkunft die in dieser Arbeit

verwendeten Proben sind (pers. Mitteilung A. Arend).

3.4 Medizinhistorisches Museum Ziirich

Die Geschichte des Medizinhistorischen Museums in Ziirich begann mit Gustav Adolf Wehrli
(1888-1949), der von verschiedenen Reisen Naturalien mitbrachte und konservierte. Durch
Nachlisse verstorbener Arzte und Ankiufe medizinischer Gerite wuchs die Sammlung stetig, so
dass ab 1921 eigene Rdume zur Unterbringung notwendig waren. Nach Wehrlis Tod begann die
wissenschaftliche ErschlieBung und thematische Sortierung der Sammlung, die mit dem Muse-
umsdidaktiker Erwin H. Ackerknecht ab 1957 ihren Hohepunkt fand. Ab 1961 wurde das neu-
gestaltete Museum offentlich zugéinglich gemacht. Weitere Umstrukturierungen folgten, bis 1990
das neugestaltete Museum eroffnet wurde (Morgeli 1990).

In welchem Zusammenhang die derzeitige Feuchtgewebesammlung das medizinhistorische In-
stitut erreichte, ist nicht bekannt. Denkbar ist, dass es durch Auflosung einer Abteilung oder ei-
nes Instituts vor der Entsorgung gerettet wurde und auf diese Weise in dessen Besitz gelangte
(pers. Mitteilung Ch. Morgeli). Eine Nutzung fiir Lehr- oder Ausstellungszwecke gab es bis
Januar 2010 nicht.
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4 Material

Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit standen Gewebeproben von 51 Individuen mit
der historischen Diagnose Magenkarzinom zur Verfiigung. Die Proben stammen aus dem Pa-
thologisch-anatomischen Bundesmuseum Wien, den Medizinhistorischen Museen Berlin und

Ziirich und aus der Anatomischen Sammlung der Universitit Tartu.

Das Hauptkriterium fiir die Probenauswahl war das Alter der Proben, welches an dem Jahr, in
dem die jeweilige Probe in den Sammlungen aufgenommen wurde, ableitbar ist. Die Proben sind
etwa 50 bis 180 Jahre alt. Ein zweites Kriterium richtete sich nach der pathologischen Diagnose,
nidmlich Karzinomerkrankungen des Magens. Von allen Proben -insbesondere in uneindeutigen
Féllen bzw. bei Proben ohne Spezifizierung der Krankheit- wurden Gewebeproben entnommen
und histologisch begutachtet. Proben ohne nachweisbares Karzinomgewebe wurden aus der
Analyse entfernt. Ein drittes Kriterium war das Alter der Patienten. Bei Proben mit &hnlicher
Diagnose wurden bevorzugt Proben mit mittlerem bis héherem Individualalter ausgesucht, da
Magenkarzinome bei jiingeren Menschen ein seltenes Ereignis darstellen und in diesen Fillen

héiufig vererbt sind.

Im Folgenden werden die Proben der einzelnen Sammlungen nidher beschrieben.

Die Bezeichnung der Berliner Préparate ergibt sich aus der Probe und dem Jahr, in dem die
Probe in die Sammlung aufgenommen wurde. Begleitende Informationen zu der Probenbenen-
nung aus Tartu existieren nicht, die Probennummern geben aber Grund zur Annahme, dass ab-
hingig von der Diagnose, in diesem Fall Magenkrankheiten, eine durchgingige Nummerierung
erfolgte. Bei Proben aus Wien verhélt sich die Durchnummerierung vermutlich dhnlich wie in
Berlin, allerdings ist die Jahresangabe kein Teil der Probenbezeichnung. Bundesmuseumintern
wird jeder Probe zusitzlich die Bezeichnung ,, MN* fiir ,,Museumsnummer* vorangestellt.

Die Ziiricher Proben folgen dem beschriebenen Schema. Die Proben mit den Nummern ,,1° und
2 besallen keine Kennzeichnung, diese Nummern wurden neu vergeben. Entsprechend existie-

ren auch keine Beschreibungen zur Pathologie.

Die gelbe Substanz am oberen Rand von 1294/1964 (Abb. 4) und 11768 (Abb. 5) ist Fettgewebe.
Unterhalb des Fetts ist Blut eingelagert, welches durch die Fixierung braun gefdrbt wurde. Zu
beiden Seiten des Préparates befindet sich Muskelwand, die von einem differenzierten Karzinom
durchzogen ist. 11769 ist durch die Fixierung sehr dunkel geworden. Laut histologischer Begut-

achtung ist das Gewebe stark autolytisch verdndert.
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1294/1964 T MN 11768

Abb. 4: Probe 1294 von 1964 aus Berlin. Abb. 5: Probe 11768 aus Wien.

11794 zeigt eine deutliche Stratifizierung der einzelnen Gewebeschichten (Abb. 6). In der rech-
ten Gewebeprobe sind von rechts nach links die folgenden Schichten zu erkennen: Fett mit An-
héngseln, in grau die Magenwand und dann ein blutreiches Gewebe, bei dem es sich moglicher-
weise um gut durchblutetes Tumorgewebe oder Einblutungen in die Magenwand handelt. 15809

(Abb. 7) ist ein homogener Tumorblock, der aus festem Gewebe besteht.

MN 11794 MN 15809

Abb. 6: Probe 11794 aus Wien. Abb. 7: Probe 15809 aus Wien.

Die beiden folgenden Abbildungen mit Proben aus Ziirich zeigen ebenfalls Tumorgewebe, wel-
che durch eine sehr feste Struktur gekennzeichnet ist. Die makroskopische Beschreibung fiir

8454 bezeichnet die Probe als ,,Polyp* (Abb. 8). Fiir Probe 1 fehlen Informationen (Abb. 9).

8454/1951 ZT 1 ZT

Abb. 8: Probe 8454/1951 aus Ziirich. Abb. 9: Probe 1 aus Ziirich.
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Die folgenden Tabellen (1-4) geben den Probennamen, das Geschlecht und Alter des Patienten
und deren originale pathologische Diagnose wieder.

Die Berliner Proben sind durch eine relativ ausfiihrliche pathologische Beschreibung gekenn-
zeichnet (Tab. 1). Als erstes ist die allgemeine Einteilung der Préparate in ,,maligner Tumor®,
»schliisselformiges Karzinom®, ,bosartiges Geschwiir und ,,szirrhdses Karzinom* dargestellt,
im Anschluss folgen eine genauere Beschreibung der Pathologie und die Lokalisation. Als Bei-
spiel sei hier Probe 722/1960 mit einem ,,schliisselformigen Cardiacarcinom* genannt, wobei
,Cardia“ die Lokalisierung des Karzinoms am Mageneingang bezeichnet. Das ,,Pyloruscarci-
nom* von Probe 113/1955 war hingegen am Ausgang Richtung Diinndarm angesiedelt (,,Pylo-

rus(‘

Die beprobten Patienten aus der Berliner Sammlung waren zwischen 45 und 86 Jahre alt. Acht

der fiinfzehn Patienten waren ménnlich, sieben weiblich.

Tab. 1: Proben aus Berlin nach Jahren aufgefiihrt und Beschreibung der Pathologie des Magens

Probenname Geschlecht Alter Originalbeschreibung
33/1947 ménnlich 68  maligner Tumor: kleines schliisselformiges Carcinom, mehrere
Polypen und chron. Katarrh des Magens
746/1951 ménnlich 56  schliisselformiges Karzinom: handflachengroBer, schliisselfor-

mig zerfallender Krebs der Cardia des Magens im Bereich der
kleinen Kurvatur mit Ubergreifen auf den unteren Oesophagus

176/1952 ménnlich 76  maligner Tumor: Cardiacarcinom bei bleistiftdicker Stenose des
Mageneingangs

415/1953 mannlich 45  maligner Tumor, bosartiges Gewéchs: stenosierendes Carcinom
des Pylorus

461/1953 weiblich 68  maligner Tumor, Geschwulst: auf den Oesophagus iibergreifen-
des Cardiacarcinom

29/1955 weiblich 73  bosartiges Geschwiir: kleines ulceriertes Carcinom der Hinter-
wand
734/1955 méinnlich 73 szirrhoses Karzinom: polypdses Magenkarzinom
1113/1955 weiblich 79  maligner Tumor, bdsartiges Gewdachs: stenosierendes Pylorus-
carcinom

1160/1955 weiblich 86  maligner Tumor, bosartiges Geschwiir: flachpapilléres, exculce-
riertes Cardiacarcinom

949/1956 weiblich 47  maligner Tumor, bosartiges Gewiachs: Magencarcinom: Tumor-
einwachsung in die Milz, gedeckte Magenperforation

777/1959 weiblich 68  maligner Tumor: Cardiacarcinom

722/1960 méinnlich 53  bosartiges Geschwiir: schliisselformiges Cardiacarcinom

741/1963 méinnlich 52 maligner Tumor, bosartiges Gewichs: ulzeroses Kardiakarzi-
nom des Magens

1234/1964 weiblich 75  maligner Tumor, bosartiges Geschwulst: Cardiacarcinom des
Magens

1294/1964  ménnlich 70  schliisselformiges Karzinom: schliisselformiges Magencarcinom
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Die pathologischen Diagnosen der Proben aus Tartu sind durch eine makroskopische Beschrei-
bung gekennzeichnet (Tab. 2). Hier wird ebenso der Befund ,,Carcinoma‘ mit der Struktur und
der grundsétzlichen Einordnung des Organs (,,ventriculi*) verkniipft.

Das Alter der Proben, bzw. das Jahr der Préparation und Informationen iiber die Patienten sind

nicht bekannt.

Tab. 2: Proben aus Tartu mit Bezeichnung der Pathologie des Magens laut GefaBBbeschriftung

Probenname Originalbeschreibung
430 Sarcoma ventriculi
432 Carcinoma gelatinosum ventriculi
434 Carcinoma partis cardiacae ventriculi
443 Carcinoma exulcerans ventriculi
444 Polypositas ventriculi
448 Polypus ventriculi cum carcinomate cylindrocellulare
449 Carcinoma cylindrocellulare papillomatosum ventriculi
455 Papilloma ventriculi
456 Carcinoma pylori ventriculi
593 Carcinoma papillomatosum cylindrocellulare ventriculi

Die Wiener Proben sind ebenso wie die Proben aus Tartu mit lateinischen Beschreibungen der
makroskopischen Struktur bezeichnet (Tab. 3). Eine Ausnahme bildet lediglich die Probe 18616
aus dem Jahr 1928, die als ,,mehrfach krebsig entarteter Magenpolyp* beschrieben wird. Die
Patienten waren bei ihrem Tod zwischen 26 und 68 Jahre alt. Acht der 18 Gewebeproben stam-

men von Ménnern, sechs von Frauen und bei vier Proben ist das Geschlecht nicht iberliefert.

Tab. 3: Proben aus Wien nach Datum der Préparation aufgelistet und Bezeichnung der Pathologie des
Magens laut Gefal3beschriftung.

Probenname Datum Geschlecht  Alter Originalbeschreibung
476 vor 1827 - - Carcinoma simplex capitis pancreatis
11773 08.07.1827 minnlich 65  Carcinoma ventriculi in ulcere peptica
1003 06.04.1828 minnlich 47  Carcinoma ventriculi
4674 01.09.1886  weiblich 68  Carcinoma scirrhosum infiltrans ventriculi
12675 07.10.1886  ménnlich 26 Carcinoma scirrhosum ventriculi
33003 1888 - - Carcinoma pylori
5474 19.04.1910  minnlich 56  Carcinoma fungosum exulceratum partis pyloricae
14446 1917 méinnlich 47  Carcinoma infiltrans ventriculi
11807 31.01.1926  weiblich 46  Carcinoma scirrthosum ventriculi fere totius
11808 31.01.1926  weiblich 47  Carcinoma scirrhosum ventriculi
18616 11.02.1928  weiblich 48  mehrfach krebsig entartete Magenpolypen
8753 18.05.1928  weiblich 45  Carcinoma in ulcere peptico ventriculi
11794 08.10.1928  mainnlich 66  Carcinoma scirrhosum infiltrans ventriculi
11768 21.10.1928  weiblich 53  Carcinoma simplex exulceratum curvaturae majoris
ventriculi
8043 28.12.1935 minnlich 50  Carcinoma papillae vateri
14983 11.02.1949  ménnlich 50 Carcinoma granulomatosum ventriculi
8695 - - - Carcinoma ventriculi

15809

Carcinoma ventriculi
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Die Beschreibung der Ziiricher Proben -soweit vorhanden- ist eine Kombination aus medizini-
schem Latein und deutschen Begriffen (Tab. 4). Auch hier findet eine lokale Zuordnung des Tu-
mors im Magen, beispielsweise durch ,,regionis pyloricae™ bei Probe 322 von 1906, statt. Die
Patienten, zwei ménnliche und drei weibliche, waren bei ithrem Tod zwischen 57 und 71 Jahre

alt.

Tab. 4: Proben aus Ziirich. Soweit bekannt nach Jahren aufgefiihrt und Bezeichnung der Pathologie des
Magens laut GefalBbeschriftung.

Probenname Geschlecht Alter Originalbeschreibung

322/1906 ménnlich 57  Ulcus rotund. ventriculi regionis pyloricae; Diagnosis clinica:
Carcinoma ventriculi

774/1930 ménnlich 64  Colloid-Carcinom der Cardia ventriculi auf den Oesophagus
iibergreifend

1356/1935 weiblich 67  Carcinoma solidum simplex des Magens mit Tumorthromben in
den Venen der Magenwand und Einwachsen in die Vena portae

8454/1951 weiblich 63  Carcinoma, entartete Magenschleimhaut, Polypen

13901/1958  weiblich 71  Giant-rugae Gastritis, sek. polypdses Carcinom

1094/Z - - Carcinoma pylori

1/Z - - -

2/Z - - -

Die Mehrheit der verwendeten Begriffe fiir die makroskopische Beschreibung wird in der heuti-

gen pathologischen Routine nicht mehr verwendet.



Grundlagen der Analytik 36

5 Grundlagen der Analytik

5.1 Analyse von degradierter DNA

Evolutiondre Prozesse konnten lange nur auf morphologischer Ebene nachvollzogen werden.
Durch die Entwicklung molekular-genetischer Methoden, wie z.B. der Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) (Saiki et al. 1985, Mullis & Faloona 1987), war es moglich, die Ergebnisse zusétzlich
auf genetischer Ebene abzusichern bzw. zu revidieren. Die PCR ermoglicht, ausgehend von klei-
nen DNA-Mengen, eine schnelle enzymatische Vermehrung spezifischer Sequenzen. Daran an-
schlieBend konnen verschiedene Folgeanalysen je nach Fragestellung durchgefiihrt werden, etwa
Fragmentldangenanalyse, direkte Sequenzierung oder SNP-Analysen (Kap. 6). Durch die PCR-
Technik wurde es ebenso moglich biologisches Probenmaterial vergangener Zeiten zu untersu-
chen. Die Untersuchung von ancient DNA (aDNA) gestattet die Beantwortung von Fragestel-

lungen aus verschiedenen Bereichen wie Anthropologie, Archiologie, Geobiologie etc.

In der Historischen und Préhistorischen Anthropologie werden aDNA-Analysen an historischen
menschlichen Skelettelementen durchgefiihrt. Diese Untersuchungen unterscheiden sich in vie-
len Aspekten von der Arbeit mit rezentem Material, da fiir aDNA das Vorkommen im Spurenbe-
reich und Degradierung kennzeichnend ist, welche meist unabhéngig vom Alter des Materials ist
(Burger et al. 1999). Die Degradierungsprozesse durch Autolyse oder die duleren Bedingungen
des Liegemilieus wirken sich auf die Qualitit und Quantitidt der DNA aus und kénnen zu Strang-
briichen in der DNA-Doppelhelix fiihren. In aDNA-Extrakten ist daher mit ein bis zehn Kopien
intakter autosomaler Molekiile (Westenthanner 2007) und kurzen Fragmentlingen zu rechnen
(vgl. Hummel & Schultes 2000).

Trotz der ungiinstigen Ausgangslage fiir die Analysen konnen durch die Verwendung der hoch-
sensiblen PCR-Technik Informationen aus dem Probenmaterial gewonnen werden. Die Sensibi-
litdt der PCR ist jedoch gleichzeitig ihr limitierender Faktor, denn schon kleinste Mengen rezen-
ten Materials konnen die authentische Proben-DNA wéhrend der Amplifikation {iberlagern. Um
den Eintrag kontaminierender DNA in das Probenmaterial zu vermeiden, wurden verschiedene
Strategien und Richtlinien entwickelt. Eine Zusammenstellung der Empfehlungen findet sich in
der Literatur (z.B. Willerslev & Cooper 2005). Eines der wichtigsten Kriterien stellt die Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse dar, die in dieser Arbeit durch die Analyse verschiedener unabhén-
giger Extrakte gewdhrleistet wurde. Weitere Strategien zur Vermeidung von Kontaminationen

werden in Kapitel 6.2 erldutert.
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Abweichend zu dem in der Anthropologie iiblichen Untersuchungsmaterial Hartgewebe, wie
Knochen und Zihne, werden in dieser Arbeit Weichgewebeproben untersucht, die in einem
kiinstlichen Milieu konserviert worden sind. Die Proben waren im Rahmen einer Sektion den
Leichnamen entnommen und dann in Fixier- bzw. Konservierungsfliissigkeiten (Kap. 5.2) iiber-
fiihrt worden. Der Zeitraum zwischen dem Tod des Individuums und der Probennahme ist nicht
bekannt. In jedem Fall ist jedoch davon auszugehen, dass vor der Probennahme autolytische Pro-
zesse im Korper des Toten bereits begonnen hatten und die DNA in degradiertem Zustand vor-

liegt.

Bei der Auswertung der genetischen Typisierungen durch short tandem repeats (STR, Edwards
et al. 1991) miissen einige Schwierigkeiten wihrend der Analyse berticksichtigt werden, die eine
Auswertung erschweren konnen.

Hierbei sind zundchst die sogenannten s/ippage-Phdnomene zu erwihnen. Es kann wéhrend der
Elongation der DNA-Strange zu Analyseartefakten kommen, so dass in vitro weniger oder mehr
Wiederholungseinheiten entstehen, als in der authentischen Probe vorhanden sind. Im
Elektropherogramm wirkt sich das als ,,Stotterbanden® (stutter bands, Kimpton et al. 1993) aus,
die bespielsweise durch die Verwendung von schneller arbeitenden Polymerasen oder lingeren
STR-Wiederholungseinheiten reduziert werden konnen (Butler 2005). Des Weiteren sollte mit
einem Verlust der Heterozygotie (allelic dropout) am STR-Locus gerechnet werden (Schmerer et
al. 2000). Ursache ist eine zu geringe Anzahl an Zielsequenzen, so dass die Nachweisgrenze fiir
eines der Allele nicht erreicht wird und ein scheinbar falsch-homozygotes Ergebnis entsteht
(Kimpton et al. 1994). AuBerdem kann die Auswertung durch ,,Nullallele* beeintrichtigt werden
(Butler 2005), die jedoch nicht nur bei der Analyse von aDNA beobachtet worden sind. Kann ein
Primer durch Polymorphismen in der Sequenz nicht binden und wird daher auch nicht verléin-
gert, zeigt die Amplifikation ein falsch-negatives Ergebnis, obwohl in der urspriinglichen DNA
das STR-Allel vorhanden war. Nullallele sollen in dieser Arbeit vermieden werden, indem zwei

verschiedene Amplifikationssysteme zur Authentifizierung der Proben benutzt werden.

5.2 Histotechnik

Leben und Tod jedes Organismus und seiner Gewebe sind mit dem Ablauf von biologischen und
chemischen Prozessen verbunden. Nach dem Tod werden Gewebe zunéchst autolytisch-fermen-
tativ und spéter zusdtzlich bakteriell zersetzt. Um Proben dauerhaft aufbewahren zu kénnen, ist

es wichtig diese postmortalen Verdnderungen zu unterbinden, beispielsweise durch Einlegen in
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chemische Fixiermittel (Romeis 1989). Zu den gebrduchlichsten Konservierungsfliissigkeiten
zdhlen Formalin und Alkohol (Ethanol), welche schon lange Zeit in der Zoologie und Medizin

Verwendung finden und auf welche in den folgenden Abschnitten eingegangen wird.

Formalin als Fixiermittel

Formalin wurde durch Blum 1893 in die mikroskopische Technik und als Konservierungsfliis-
sigkeit fiir zoologische und anatomische Objekte eingefiihrt (Blum 1893) und ist seitdem das am
haufigsten verwendete Fixierungsmittel (Piechocki 1986). Schon in schwacher Konzentration
unterbricht Formalin durch seine antiseptischen Eigenschaften die Tatigkeit von Faulnisbakte-

rien. Dabei gilt, je konzentrierter das Formalin, desto schneller dringt es in das Gewebe ein.

Die Fixierungs- und Konservierungsfiahigkeit von Formalin beruht auf Vernetzung der Eiweil3e.
Wihrend des Vernetzungsvorgangs wird ein Formalinmolekiil an ein EiweiBmolekiil angelagert.
Durch Verbindung zu einem weiteren Proteinmolekiil entsteht eine Methylenbriicke, die das
Netz stabilisiert. Kohlenhydrate selbst werden nicht direkt fixiert, behalten jedoch durch das um-
gebene Eiweillgeriist ihren Standort. Nach langer Fixierung soll die DNA in saurer Losung her-
ausgelost werden (Burck 1981). Wéhrend der Fixierung wird Formalin verbraucht und so der

Fixierungsprozess verlangsamt.

Nach ldngerer Lagerung nehmen in Formalin gelagerte Proben eine graue Farbung an. Durch die
Zugabe von Kohlenmonoxid wéhrend des Fixierens kann durch die Bildung von Kohlenmon-

oxidhdmoglobin die einheitliche Farbung verhindert werden.

Seit den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts wird neutral gepuffertes Formol zur Fixierung ver-
wendet, welches insbesondere mit Hinblick auf die DNA-Erhaltung zu bevorzugen ist. Eine Puf-
ferung wird erreicht, indem Phosphatpuffer mit Formalin in einer etwa 3,5%igen Ldosung ver-

diinnt wird (Lillie 1954).

Alkohol als Fixiermittel

Die Verwendungsmdglichkeit von Alkohol zur Konservierung von Priparaten wurde 1663 von
Boyle in die Sammlungstechnik eingefiihrt (Artelt 1936). Alkohol (Ethanol) ist ein chemisch in-
aktives Fixativ, welches im Gegensatz zu Formalin die Zusammensetzung der Eiweifle nicht
beeinflusst. Wihrend des Fixiervorgangs werden Lipide und Hdmoglobin gelost, wasserldsliche

Substanzen werden hingegen immobilisiert.
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Die Fixierung durch Ethanol erfolgt schnell und fiihrt zu einem abrupten Wasserentzug in der
Probe, daher wird das Gewebe sprdode, briichig und schrumpft. Die Hartung des Gewebes hat zur
Folge, dass weiteres Fixiermittel schlecht eindringen kann. Als Empfehlung gilt, dass nur klei-
nere Objekte mit diesem Verfahren fixiert werden oder eine aufsteigende Alkoholreihe verwen-
det wird (Piechocki 1986).

Im Vergleich zu Ethanol hat Formalin den Vorteil, dass den Objekten kein Wasser entzogen wird

(Piechocki 1986).

Konservierung in farberhaltenden Fliissigkeiten

Anatomische Priparate in ihrer natiirlichen Farbgebung zu konservieren, wurde bereits ab Ende
des 19. Jahrhunderts mit systematischen Untersuchungen erforscht. Zeitgleich und unabhingig
voneinander arbeiteten Melnikow-Raswedenkow, Jores und Kaiserling nach der Einfiihrung des
Formalins an Verfahren fiir farberhaltende Konservierungsfliissigkeiten (Jores 1896, Kaiserling
1896, Melnikow-Raswedenkow 1896). Die Methoden von Jores und Kaiserling werden noch
heute verwendet. So verwendet das Berliner Medizinhistorischen Museum der Charité das Fi-
xier- und Konservierungsverfahren nach Jores in modifizierter Form (Jores 1913). Dabei wird
dem Formalin fiir die Fixierung Karlsbader Salz und Chloralhydrat zugesetzt. Das Karlsbader
Salz fordert die Fixierung und Chloralhydrat erhédlt Oxyhdmoglobin (s.o.). Die Konservierungs-
flissigkeit zur Aufbewahrung enthilt zusitzlich Kaliumacetat, Glyzerol und Natriumdithionit,

welche eine Besiedlung durch Bakterien verhindern sollen.

Neben Formalin und Alkohol bzw. Gemischen dieser Stoffe, sind in der Literatur weitere Fixier-
und Konservierungsfliissigkeiten und diverse Zusétze beschrieben, die negative Eigenschaften
(wie etwa Schrumpfen) ausgleichen sollen. Als Zusétze werden u.a. Sublimat, Chromsalze, Es-
sigsdure, Quecksilber und Pikrinsdure beschrieben, deren Wirkung jedoch nicht hinreichend be-

legt ist und die heute kaum noch Verwendung finden (Romeis 1989).

5.3 Gaschromatographie und Massenspektrometrie

In keiner Sammlung, aus der Proben zur Verfligung stehen, existieren Aufzeichnungen zu den
verwendeten Chemikalien und Methoden der Fixierungs- und Konservierungsfliissigkeiten. Le-
diglich vom Medizinhistorischen Museum in Berlin ist bekannt, dass seit Entwicklung der Kon-
servierungsmethode durch Kaiserling (Kaiserling 1896) diese auch bis zum Zweiten Weltkrieg

verwendet wurde (Krietsch & Dietel 1996).
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Da Tests hinsichtlich der Amplifizierbarkeit der Proben gezeigt hatten, dass Unterschiede in der
DNA-Erhaltung der Proben im Zusammenhang mit den einzelnen Sammlungen stehen, sollten in
einem Nebenprojekt die Bestandteile der Konservierungsfliissigkeiten untersucht werden.

Fiir diese Analyse ist die Gaschromatographie mit gekoppelter Massenspektrometrie (GC/MS)
das Verfahren der Wahl. Bei der Analyse durch die GC/MS dient der Gaschromatograph zur
Auftrennung des zu untersuchenden Stoffgemisches und das Massenspektrometer zur Identifizie-
rung. Die Voraussetzung flir die Gaschromatographie ist, dass die Komponenten des Gemisches
unzersetzt in die Gasphase tiberfiihrt werden kénnen.

Eine Quantifizierung ist in dieser Arbeit nicht notig, da eine reine Identifizierung der Bestand-

teile oberste Prioritdt hat. Ferner wird die Analyse auf organische Komponenten beschrénkt.
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6 Methoden

6.1 Herstellung histologischer Praparate

Ziel jeglicher histologischen Technik ist es, die Zellen und Gewebe in ihrem natiirlichen Zusam-
menhang zu erhalten. Aus diesem Grund durchlduft eine Gewebeprobe in der medizinischen
Routine Fixierung, Einbettung, Schneiden und Férben. Fiir die Fixierung werden die
Gewebeproben direkt nach der Entnahme in Formalin tiberfiihrt (Liillmann-Rauch 2006). Um
anschlieende histochemische Untersuchungen nicht auszuschlieen, gab es in den letzten Jahr-

zehnten die Bemiithung, die Gewebeproben bei moglichst neutralem pH zu fixieren.

Um nach der Fixierung Préparate fiir die Lichtmikroskopie herstellen zu kdnnen, werden die
Gewebsblocke mit verfliissigtem Paraffin durchtrankt. Nach der Aushértung entsteht ein Block
fester Konsistenz (Abb. 10). Da Paraffin nicht mit Wasser mischbar ist, miissen die Proben in
einem ersten Zwischenschritt durch eine aufsteigende Alkoholreihe
entwdssert werden. In einem zweiten Schritt werden die Proben mit al-
koholentziehenden paraffinlosenden Fliissigkeiten (,,Intermedien®) be- \
handelt. Paraffin hat als Einbettungsmittel viele Vorteile, zu denen che- -

mische Inaktivitdit und damit unbegrenzte Haltbarkeit, Lagerung bei

Raumtemperatur und gute Schneidbarkeit zdhlen (Adam & Czihak

1964). Abb. 10: 1003 eingebettet in
Paraffin.

Das Schneiden des Paraffinblocks erfolgt mit einem Mikrotom. Ublicherweise liegt die Schnitt-
dicke zwischen 5 und 15um. Bevor die Paraffinschnitte auf einen Glasobjekttriger aufgebracht
und verschlossen werden konnen, miissen sie vor dem Férben z.B. mittels Xylol von Paraffin

befreit werden (,,Entparaffinieren®).

Die Farbemethode ist abhidngig von der Fragestellung. Die Standardfdarbung erfolgt in der Pa-
thologie mittels Hamatoxylin-Eosin (H.E.), welches sich besonders fiir die Darstellung von Ker-
nen und Zytoplasma eignet. Diese Ubersichtsfiarbung fand auch in der vorliegenden Arbeit An-
wendung und ermoglichte den Pathologen (PD. Dr. Hemmerlein, Krefeld und Dr. Perske, Got-
tingen) eine Entscheidung iiber den realisierten Gewebetyp (Tumor oder gesundes Gewebe).

Die Herstellung der mikroskopischen Diinnschnitte erfolgte in der Gottinger Pathologie. Die

H.E.-Firbung fand in einem Férbeautomaten statt.
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6.2 Kontaminationspriavention

Die Empfindlichkeit der PCR (Kap. 5.1), die einerseits ihren disziplineniibergreifenden Einsatz
ermoglicht, ist gleichzeitig der limitierende Faktor. Kleinste Mengen an Fremd-DNA, die in die
Reaktion gelangen, konnen die Amplifikation der eigentlichen Probe iiberdecken und falsche Er-
gebnisse erzeugen. Daher gilt es, jeglichen Eintrag von kontaminierender DNA zu vermeiden.
Im Folgenden werden Kontaminationsquellen und Vermeidungsstrategien aufgefiihrt.
Kontamination des Probenmaterials durch den Bearbeiter (Kitchin et al. 1990) in Form von Haa-
ren, Hautschuppen, Tranen- und Speichelfliissigkeit soll durch das Tragen von Schutzkleidung
(Einmalhandschuhe, Haarhaube, Mundschutz, Kittel und Schutzbrille) vorgebeugt werden. Diese
Schutzkleidung wurde wihrend der Probenentnahme in den Museen und wihrend der Laborar-
beit getragen. Um eine Kontamination durch die Bearbeiterin oder andere Nutzer der Labor-
rdume ggf. zu identifizieren, wurden die Typisierungsergebnisse der genetischen Fingerabdriicke
der einzelnen Proben mit den in einer Datenbank gespeicherten Typisierungsergebnissen der
Mitarbeiter abgeglichen.

Das Verschleppen von PCR-Produkten wird als carry-over bezeichnet. Eine Voraussetzung fiir
die Vermeidung des carry-over sind strikt getrennte Pra- und Post-PCR-Arbeitsbereiche (Kwok
1990) und die Einhaltung der ,,EinbahnstraBBenregelung* (Hummel 2003). Zusitzlich zur rdumli-
chen wird auf diese Weise auch eine zeitliche Trennung zwischen Sequenzier- und erneuten Ex-
traktionsarbeiten eingehalten.

Weitere Kontaminationsquellen sind andere Proben, die simultan bearbeitet werden. Kreuzkon-
taminationen sollen durch den Gebrauch von Einwegmaterialien und das griindliche Reinigen
der Arbeitsflichen und Gerite vermieden werden. Zum Reinigen werden Alconox” (Alconox”
Detergent, Alconox Inc.) und bidestilliertes Wasser verwendet.

Auf Kontaminationen durch das verwendete Material wie Einweggefdfle und Laborchemikalien
(Cooper 1992, Schmidt et al. 1995, Tamariz et al. 2006, Schmiicker 2007) hat der Bearbeiter der
Proben den geringsten Einfluss. Zur Vorbeugung dieser Verunreinigungen wurden die Materi-
alien aus kurzer Distanz fiir 15min mit UV-Licht (A=254nm) bestrahlt. Eine Verstirkung des Be-
strahlungserfolges wurde durch umgebende Aluminiumfolie erreicht, da UV-Licht zu Cyclo-
butan-Pyrimidin-Dimeren fiihren kann, die die Replikation der DNA durch die DNA-Polymerase
behindern (Tamariz et al. 2006).

Um den Eintrag von exogener kontaminierender DNA zu {iberpriifen, wurden regelméfig Leer-

kontrollen in den PCR-Reaktionen mitgefiihrt.
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6.3 Primerdesign

Die Effizienz einer PCR wird u.a. durch die Gestaltung der Primer bestimmt. Das wichtigste
Kriterium bei der Primerherstellung ist die Spezifitét der Primer fiir den zu untersuchenden Ge-
nomabschnitt. Die Spezifitdt der Reaktion wird sichergestellt, wenn die Zielsequenz nur einmal
im Genom vorhanden ist und die Primer vollstindig an den Genomabschnitt binden. Das erste
Kriterium fiir die Herstellung der Primer ist deren Léange. Statistisch ist eine Primerldnge von
mindestens 18 Nukleotiden notwendig, um nur eine Bindemdglichkeit im Genom zu erreichen
(Linz & Degenhardt 1990). Durch jedes weitere Nukleotid wird die Spezifitit weiter erhdht, je-
doch sollte eine Lange von 30bp nicht tiberschritten werden (Butler 2005).

Um die Spezifitit der Reaktion, insbesondere bei der Anwendung an aDNA, weiter zu steigern,
wird eine hohe Bindungsenergie am 5’-Ende des Primers und eine niedrige Bindungsenergie am
3’-Ende des Primers empfohlen. Eine hohe Bindungsenergie wird durch eine Basenpaarung, die
reich an Guanin und Cytosin ist, erreicht. Zunéchst bindet das 5'-Ende an die Zielsequenz. Das
3’-Ende bindet erst, wenn die Bindungsenergie durch vollstindige Ubereinstimmung der Se-
quenzen ausreichend hoch ist (Hummel 2003). Erst wenn die Primer génzlich an die Zielsequenz
binden, kann die Elongation beginnen. Die Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Reaktion
kann somit reduziert werden.

Bei der Herstellung der Primer sollte weiterhin beachtet werden, dass diese ausschlieBlich fiir die
Generierung des Produkts zur Verfiigung stehen und nicht mit sich selbst und untereinander Di-
mere und Haarnadelstrukturen bilden, da die Konkurrenzsituation zwischen Zielfragment und
Dimeren die Kapazitit der Reaktion verringert. Mogliche Bindungen der Primer untereinander
wiirden insbesondere bei der in dieser Arbeit genutzten Multiplexanwendung eine Limitierung
darstellen. Daher wurden alle acht Primer eines Primersets auf ihre Bindungen untereinander
untersucht und bei allen Primerpaaren auf dhnliche Schmelz- und Anlagerungstemperaturen ge-

achtet (Hess 2003).

Alle aufgefiihrten Primer wurden mit der Software PrimerSelect™ (DNASTAR Lasergene 8)
gestaltet und iiber die Funktion ,,Primer-BLAST* der frei zugidnglichen Internetsequenzdaten-
bank National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/) getestet. Der Vorteil dieses Programms ist der Vergleich der Primersequenzen mit
einer Vielzahl verschiedener Organismen.

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Primer in HPLC-Aufreinigung von der Firma TIB

MOLBIOL hergestellt.
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6.4 Gewebeentnahme

Die Beprobung erfolgte nur in Berlin und Ziirich durch die Autorin selbst. In Wien und Tartu ist
dies vom dortigen Personal iibernommen worden. Die entnommene Menge lag bei mindestens
0.5cm’. Sofern méglich sollte die Entnahme nicht sichtbar sein, um eine spitere Aufbereitung zu
Schauzwecken nicht auszuschlieBen. Die Gewebeproben wurden zur Aufbewahrung in forma-
lingefiillte Biopsieprobenrohrchen (Kabe, Labortechnik) iiberfiihrt. Material aus Tartu wurde in
1.5ml Cups (Sarstedt) in einer phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) und Material aus Wien in
Formalin versandt. Stichprobenartig sind zusitzlich zum Gewebe Fliissigkeitsproben der Kon-
servierungsmittel entnommen und in 2ml Cups (Eppendorf) zur spiteren Analyse aufbewahrt
worden (Kap. 6.10).

Um Kontaminationen der authentischen Proben-DNA mit DNA der Bearbeiter vorzubeugen,
wurden die beschriebenen VorsichtsmaBinahmen eingehalten (Kap. 6.2). AuBerdem wurden
Skalpell und Pinzette nach jeder Probe mit Alconox”™ (Alconox® Detergent, Alconox Inc.), Was-

ser und 70% Ethanol (Roth) behandelt. Je Probe wurde gesundes und Tumorgewebe entnommen.

6.5 Probenvorbereitung und DNA-Extraktion

In einzelnen Féllen war vor der eigentlichen Bearbeitung des Materials im Labor eine Trennung
zwischen gesundem und Tumorgewebe ndtig. Diese Unterscheidung erfolgte freundlicherweise
mit der Unterstiitzung der Pathologin Dr. Perske des Universititsklinikums Goéttingen. Dabei

wurden die bereits beschriebenen KontaminationspriaventionsmafBnahmen eingehalten.

Eine erfolgreiche DNA-Extraktion ist grundlegende Voraussetzung fiir die aDNA-Analytik.
Aufgrund der zu erwartenden geringen Anzahl an intakten Zielsequenzen durch Alter und Kon-
servierung des Probenmaterials hat eine zuverldssige und materialsparende Extraktionsmethode
Prioritdt. Ebenso ist es wichtig, dass durch die Extraktion potentiell vorhandene Inhibitoren aus
dem Gewebe entfernt werden, um im Weiteren erfolgreiche molekulargenetische Untersuchun-
gen durchfiihren zu kénnen.

Im Laufe der Arbeit wurden verschiedene manuelle und automatisierte Extraktionsprotokolle
und -methoden mit unterschiedlicher DNA-Ausbeute getestet. Die kontinuierlich besten Ampli-
fikationsergebnisse konnten mit dem BioRobot®EZ1 von Qiagen erzielt werden, so dass dieser
Extraktionsroboter fiir den Hauptteil der Extraktionen genutzt wurde. Der BioRobot“EZ1 er-
moglicht eine identische Behandlung jeder einzelnen Probe bei geringem Kontaminationsrisiko.

Dariiber hinaus haben die Extrakte des Extraktionsroboters einen hohen Reinheitsgrad nahezu
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ohne PCR-Inhibitoren (Westenthanner 2007). Fiir die Bearbeitung der Proben wurde das forensic

Protokoll fiir trace samples verwendet.

6.5.1 Isolierung von DNA aus Paraffinschnitten

Einige Proben wurden von den Museen als Paraffinblocke zur Verfligung gestellt. Bevor diese
Proben verwendet werden konnten, wurde das Paraffin entfernt. Das Paraffin aus 15 bis 20
Schnitten & 10um wurde durch 1ml Xylol (100%) und Schmelzen bei 50°C entfernt. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Mittels zweimaligem Wa-
schen in 1ml Ethanol wurde das Xylol entfernt. Zuletzt wurden die Gewebeschnitte bei Raum-
temperatur fiir 45 bis 60min getrocknet. Das ausfiihrliche Protokoll ist im Handbuch des
RecoverAlI™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Applied Biosystems) nachzulesen.

Im Anschluss wurden die Proben wie im Weiteren beschrieben behandelt und die DNA mit dem

BioRobot®EZ1 extrahiert.

6.5.2 Isolierung von DNA aus Gewebestiicken

Die Gewebeproben wurden nach ihrer Entnahme bis zu ihrer Verarbeitung in 4% Formalin bzw.
PBS (Tartu) gelagert. Je nach DNA-Erhalt wurden fiir die Extraktion 20 bis 50mg Tumor- bzw.
Kontrollgewebe (Abb. 11) mit einem Skalpell abgeschnitten, zerkleinert und in ein 2ml Gefal3
(SafeLock, Eppendorf) iiberfiihrt. Um die Zellen zu lysieren, wurde jede Probe mit 200ul ATL
Buffer und 30ul Proteinase K (Qiagen) versetzt und bei 56°C in einem Thermomixer (Eppen-
dorf) fiir mindestens 16 Stunden inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation (Minispin, Eppendorf)
wurden 200pl des fliissigen Uberstandes zusammen mit 1pl Carrier-RNA (Qiagen) in die auto-
matisierte DNA-Extraktion eingesetzt. Die Carrier-RNA verbessert die Extraktionseffizienz der

Extraktion (Kishore et al. 2006).

Abb. 11: Gewebeprobe mit 20mg.
Die Markierung entspricht 1cm.

Als Alternative zur alleinigen Zerkleinerung mit dem Skalpell, wurde der TissueLyser LT von
Qiagen verwendet. Das Gewebe wurde dazu in einem Einweggefdll zusammen mit einer

Stahlkugel von Smm Durchmesser und 200ul ATL Buffer (Qiagen) durch starkes Riitteln zer-
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mahlen. Nach 40sec bei 30Hz war die Probe maximal zerkleinert und der Uberstand wurde in ein
neues Gefal} iiberfiihrt. Anschliefend fand wie oben beschrieben die Zelllyse statt. Simultane
Bearbeitung gleicher Proben mit beiden Zerkleinerungsmethoden zeigte, dass durch vollstidndige
mechanische Zerstorung des Gewebes und dadurch erleichtertem enzymatischen Verdau die Ex-

trakte einen hoheren DNA-Gehalt aufweisen.

Im BioRobot” EZ1 wird die DNA mit dem Human Tissue Kit (Qiagen) aus dem vorbereiteten
Lysat an die Silikatoberfliche von Magnetpartikeln gebunden. Dies findet unter Anwesenheit
chaotropher Salze statt. Durch einen Magneten werden die Partikel vom Lysat getrennt. An-
schlieend wird die DNA gewaschen und in Puffer auf ein Volumen von 50 bzw. 100ul eluiert.
Der Extrakt kann direkt in die verschiedenen PCR-Anwendungen eingesetzt werden oder wird

bei -20°C bis zur Weiterverwendung aufbewahrt.

6.5.3 Isolierung von rezenter Kontroll-DNA

Um potentielle Kontaminationen durch den Bearbeiter und anderer Nutzer der Laborrdume zu
erkennen, wurde DNA aus deren Mundschleimhautabstrichen gewonnen. Die DNA wurde mit-
hilfe der Chelex® 100-Methode (Biorad) extrahiert (Walsh et al. 1991) und dient in den folgen-

den Analysen als Kontrolle.

6.6 Messung des DNA-Gehalts

Von einer Auswahl an Proben aus Berlin und Wien, die vollstindige Ergebnisse bzw. einen vol-
ligen Amplifikationsausfall zeigten, wurde der DNA-Gehalt in den Extrakten quantifiziert. Dazu
wurde ein Standardverfahren mit PicoGreen” (Invitrogen) gewihlt. Diese Methode ermdglicht
eine auf Fluoreszenz basierende Berechnung der DNA-Konzentration. Das PicoGreen® besitzt
die Fahigkeit zu fluoreszieren, nachdem es zwischen die beiden Striange der doppelstrdngigen
DNA interkaliert ist. Grundlage fiir die Berechnung der Konzentration ist eine Eichkurve aus

doppelstriangiger Standard-DNA (Ong, 30ng, 50ng, 70ng und 100ng).

Je 5ul Probe wurde 0.5ul PicoGreen®-Stammlosung mit 199.5ul TE-Puffer (10mM Tris-HCI,
pH 8.0; ImM EDTA) versetzt. Nach 30min Inkubation in einer lichtundurchlissigen Platte und
Raumtemperatur erfolgte die Fluoreszenzmessung in einem Tecan Ultra® Microplate Reader mit
Anregungswellen von 485nm und einer Emission bei 535nm. Anhand der ermittelten Werte fiir

die Standardkurve wurde die DNA quantifiziert und durch die XFluor4 Software verrechnet.



Methoden 47

6.7 Amplifikationssysteme fiir die Analyse des Tumorsuppressorgens p53

6.7.1 Primer und PCR-Parameter

Die Primer zur Generierung von Sequenzabschnitten in den Exons 5 bis 8 des Tumorsuppressor-
gens p53 wurden anhand der Kriterien fiir Primerdesign bei der Analyse von aDNA hergestellt
(vgl. Kap. 6.3 und Hummel 2003). Die Referenzsequenz, anhand derer die Primer erstellt wur-
den, ist unter www.ncbi.nlm.nih.gov/gene mit dem Kiirzel X54156 veroffentlicht. Die Exons
haben Léngen zwischen 110 und 184bp. Da jedoch bei der Sequenzierung gerdteabhdngig mit
einem Datenverlust bis zu 30bp am Beginn der Sequenz gerechnet werden muss, wurden je Exon
zwel Fragmente generiert (Tab. 5 und Abb. 12). So wurde gewéhrleistet, dass auch Proben mit
mittelmaBiger bis schlechter DNA-Erhaltung Produkte erzeugen konnten. Die resultierenden
Produktlangen lagen zwischen 125 und 171bp. Beide Fragmente {iberlappen einander, so dass

bei erfolgreicher Amplifizierung eine vollstandige Sequenz des Exons entsteht. Eine schemati-

sche Darstellung findet sich in Abbildung 12.

Tab. 5: Verwendete Primer fiir die Analyse des Tumorsuppressorgens p53

Primername Primersequenz 5°-3° Linge Produktléngen
p53Ex 5 upp CCTGACTTTCAACTCTGTCTCCTTC 25bp

p53Ex 5/1 low GTCATGTGCTGTGACTGCTTGTAG 24bp 171bp
p53Ex 5/2 upp CTGTGCAGCTGTGGGTTGATT 21bp

pS3Ex 5 low CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG 20bp 169bp
pS3Ex 6 upp CCAGGCCTCTGATTCCTCACT 21bp

p53Ex 6/1 low CTCATAGGGCACCACCACACTA 22bp 137bp
p53Ex 6/2 upp GCGTGTGGAGTATTTGGATGAC 22bp

p53Ex 6 low CCACTGACAACCACCCTTAACC 22bp 125bp
pS3Ex 7/1 upp CCTGCTTGCCACAGGTCTC 19bp

pS3Ex 7/1 low CATGCAGGAACTGTTACACATGTAGT 26bp 120bp
p53Ex 7/2 upp CTAGGTTGGCTCTGACTGTACCA 23bp

p53Ex 7 low CACAGCAGGCCAGTGTGCA 19bp 154bp
pS3Ex 8 upp CTTACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTC 25bp

pS3Ex 8/1 low GCAGCTCGTGGTGAGGCTC 19bp 154bp
pS3Ex 8/2 upp GGCGCACAGAGGAAGAGAATCT 22bp

p53Ex 8 low CAAGGAAAGGTGATAAAAGTGAATCT 26bp 155bp
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171bp 168bp
A A
- | ' | —
upp 5 upp 5-2 low 5-1 low 5
— —— _/

Exon 5: 184bp

Abb. 12: Darstellung des iiberlappenden Primerdesigns am Beispiel des Exon 5. Griin umrandet PCR-
Produkt eins mit 171bp, blau umrandet Produkt zwei mit 168bp. Gelb gefiillte Kastchen geben das grofit-
mogliche Produkt von 255bp an. Die senkrechten Striche markieren die Exongrenzen.

Um DNA-Extrakte und Zeit zu sparen, wurden je vier Primerpaare in eine Multiplex-PCR einge-
setzt (Tab. 6). Bei guter Auftrennung auf dem Agarose-Gel (Kap. 6.7.2) ist eine Unterscheidung
der Produkte beziiglich des Amplifikationserfolges dennoch moglich (Abb. 24). Alle Primer des
Primersets wurden in einer Arbeitskonzentration von 20pmol/pl und 0.24uM verwendet. Die

Zusammenstellung der Primerpaare in den Primersets ,,a* und ,,b* war wie folgt:

Tab. 6: Zusammensetzung der Primersets ,,a* und ,,b*

Primerset ,,a“ Primerset ,,b*

p53 Ex5 upp p53 Ex5-2 upp

pS53 Ex5-1 low | p53 Ex5 low

pS3 Ex6-2 upp | p5S3 Ex6 upp

p53 Ex6 low p53 Ex6-1 low

p53 Ex7-2 upp | p53 Ex7-1 upp

p53 Ex7 low p53 _Ex7-1 low

p53 Ex8 upp p53 Ex8-2 upp

p53 Ex8-1 low | p53 Ex8 low

Die Amplifikation erfolgte mit dem Qiagen® Multiplex PCR Kit. Die Einsatzmenge der DNA
richtete sich nach den Erfahrungen beziiglich des DNA-Erhalts und lag zwischen 2 und 9ul bei
einer Zyklenzahl zwischen 40 und 50. Um ein Gesamtvolumen von 25ul zu erreichen, wurde
eine entsprechende Menge an RNAse freiem Wasser (Qiagen) hinzugegeben (Tab. 7). Die Re-
aktionsparameter waren wie folgt: Initial: 95°C fiir 15min; Cycling: 94°C fiir 1min, 65°C fiir
Imin, 72°C fir 1min; Delay 60°C fiir 30min; Soak 10°C fiir 10min. Die PCR erfolgte in einem
Thermocycler Mastercycler® (Eppendorf).

Tab. 7: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches mit dem Qiagen” Multiplex PCR Kit

ul je Probe
Qiagen” Mix 12.50
Primerset p53a/b 2.4
RNAse freies Wasser 8.1-1.1
DNA 2-9
> 25
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Da aufgrund der schlechten DNA-Erhaltung einiger Proben ein DNA-Volumen von 9ul und 50
Zyklen fiir eine erfolgreiche Amplifikation nicht ausreichte, wurde zusitzlich ein Ansatz beste-
hend aus Einzelkomponenten der Firma Applied Biosystems genutzt (Tab. 8). In das Gesamtre-
aktionsvolumen von 50ul kénnen theoretisch bis 36ul DNA eingesetzt werden. Im Laufe dieser

Arbeit wurde jedoch maximal ein Volumen von 15ul DNA-Extrakt eingesetzt.

Tab. 8: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches mit Einzelkomponenten von Applied Biosystems

ul je Probe

10x Buffer II 5
MgCl, 2mM) 4
dNTP-Mix (Roche) 1
AmpliTaqGold™ (2.5U) 0.5
BSA (20mg/ml, Roche) 1
Primerset p53a/b 2.4
HPLC-Wasser (Merck) 21.1
DNA 15

> 50

Die Parameter der Reaktion lauteten: Initial: 94°C fiir 11min; Cycling: 94°C fiir 1min, 65°C fiir
Imin, 72°C fiir 1min fiir 50 Zyklen; Delay 60°C fiir 30min; Soak 10°C fiir 10min.

6.7.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung des Amplifikationserfolges einer PCR erfolgte mittels einer horizontalen Aga-
rose-Gelelektrophorese. Je Probe wurden 8ul PCR-Produkt mit 2ul Ladepuffer (0.025g Brom-
phenol blau, 4g Saccharose, auf 10ml mit bidestilliertem Wasser auffiillen) versetzt und auf ein
2.5% (2g Agarose, 80ml 1xTBE, 3l Ethidiumbromid) bzw. 3.75% (3g Agarose, 80ml 1xTBE,
3ul Ethidiumbromid) Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 90 bis 110V fiir 30-45min.
Bei geringeren Unterschieden in den erwarteten Fragmentldngen (z.B. p53-Multiplex) wurden
ein hoher prozentiges Gel und eine geringere Voltzahl aufgrund der besseren Auftrennung
bevorzugt.

Zusitzlich zu den Proben wurde ein Standard bekannter Linge (1kb-Leiter, Invitrogen) mitge-
fiihrt, der zur Uberpriifung der amplifizierten Fragmentliingen diente.

Wihrend der elektrophoretischen Auftrennung interkaliert das Ethidiumbromid mit der DNA-
Doppelhelix, so dass die DNA-Fragmente unter UV-Licht (A=254nm) sichtbar gemacht werden
konnen. Mit dem digitalen Geldokumentationssystem Gellet-Imager (Intas) wurden die Gele

photographiert.

Nach der Uberpriifung des Amplifikationserfolges unterschied sich das weitere Vorgehen durch
den in der PCR festgelegten Analysetyp. Fiir die Analyse von Sequenzabschnitten folgte eine
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Sequenzierung mit vorherigen Aufreinigungsschritten (Kap. 6.7.3). Wurden STRs zur Authenti-

fizierung untersucht, folgte eine Fragmentldngenanalyse (Kap. 6.9.2).

6.7.3 Sequenzierung

Die Untersuchung der Teilabschnitte des Tumorsuppressorgens pS3 erfolgte durch direkte Se-
quenzierung mittels Cycle Sequencing Reaction (Sanger et al. 1977). Um Verdnderungen in der
p53-Sequenz im Tumorgewebe feststellen zu konnen, musste die Basenabfolge in den Exons
bestimmt werden. Alle acht Fragmente wurden in einem ersten Schritt mit dem upper Primer
sequenziert. Um Verdnderungen durch Sequenzierartefakte ausschliefen zu konnen, wurden ei-
nige Fragmente erneut durch Verwendung des lower Primer sequenziert, so dass am Ende jede
Probe durch vier vollstindige Exon-Sequenzen reprisentiert war.

Bevor die eigentliche Sequenzierreaktion stattfinden konnte, mussten PCR-Reaktionsbestand-
teile wie ungebundene Primer, Primerdimere, dNTPs, Polymerase und Puffersalze aus dem PCR-
Produkt entfernt werden. Diese Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des MinElute® PCR Purification
Kits von Qiagen nach Herstellerangabe. Da die Grund-PCR in einem 25ul-Ansatz erfolgte, wur-
den die Puffermengen darauf abgestimmt. Das Elutionsvolumen richtete sich nach der Intensitit
der PCR-Produkte auf dem Agarose-Gelbild und lag zwischen 20 und 30pul.

Das Agarose-Gelbild diente auch zur Abschitzung der Einsatzmenge fiir die Sequenzierreaktion.
Es wurde zwischen 0.5 und 2pl des gereinigten PCR-Produkts eingesetzt. Die reaktionsspezifi-
schen Komponenten wie BigDye® Terminator vl.1 Ready Reaction Mix und der Sequenzierpuf-
fer wurden von der Firma Applied Biosystems und das HPLC-Wasser von der Firma Merck her-

gestellt (Tab. 9).

Tab. 9: Reaktionskomponenten fiir die Sequenzierreaktion

ul je Probe

BigDye® Terminator
Ready Reaction Mix 2
5x Sequencing Buffer 3
Primer (5pmol) 0.5
PCR-Produkt 0.5-2
HPLC-Wasser 14-12.5

) 20ul

Die Sequenzierreaktion mit 25 Zyklen wurde in einem Thermal Cycler Typ Mastercycler® (Ep-
pendorf) mit den folgenden Parametern durchgefiihrt: Initial: 96°C fiir 8min; Cycling: 96°C fiir
10sec, 55°C fiir 5sec, 60°C fiir 4min; Soak 10°C fiir 10min.

Wihrend der Sequenzier-PCR werden an zufillig ausgewéhlten Positionen fluoreszenzmarkierte

ddNTPs in den DNA-Strang eingebaut. Dieser Einbau fiihrt aufgrund der fehlenden 3'-OH-
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Gruppen zu einem Abbruch der Kettenverldngerung. Die Fluoreszenzmarkierung am jeweiligen

Ende dieser Stringe ermoglicht eine Detektion durch den Laser bei der Kapillarelektrophorese.

Im Anschluss an die Sequenzierreaktion mussten wiederum alle Reaktionsbestandteile entfernt
werden, welche die eigentliche Sequenzanalyse storen wiirden. Fiir diese zweite Aufreinigung
wurde das NucleoSEQ Kit von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers verwendet. Durch
eine Filtration in der Gelsdule mit anschlieBender Zentrifugation werden iiberschiissige ddNTPs,
Nukleotide, Primer und Polymerasen zuriickgehalten. Das nun zweimal aufgereinigte PCR-Pro-
dukt kann anschliefend in die Reaktionsgefdf3e liberfiihrt werden und die eigentliche Sequenz-
analyse gestartet werden.

Die Sequenzanalyse erfolgte auf einem ABI PRISM'~ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems) unter der Verwendung des Polymers POP-6 (Applied Biosystems). Wihrend der Sequen-
zierung werden die Kettenabbruchprodukte aus der Sequenzier-PCR mittels einer Kapillar-
elektrophorese aufgetrennt. Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte werden durch einen Laser
angeregt und nach Wellenldngen getrennt gesammelt. Die detektierten Farbsignale werden durch
die Analysesoftware ABI Prism® Sequencing Analysis (Applied Biosystems) ausgewertet. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgt wie bei der Fragmentlingenanalyse in einem Elektrophe-
rogramm. Hier werden die einzelnen Basen allerdings in festgelegter Farbgebung als aneinander-
gereihte Peaks abgebildet (Adenin in griin, Cytosin in blau, Guanin in schwarz und Thymin in
rot). Diese spezifische Basenabfolge kann durch die SeqMan Software (DNASTAR Lasergene
8) von Laufartefakten und Lesefehlern bereinigt werden. Bei Realisierung von zwei Basen wird
fiir die entsprechende Nukleotidposition der /UB-Code verwendet. Zuletzt werden die Sequenz-
daten mit einer p53-Referenzsequenz (NC 000017.10, Quelle: ncbi.nlm.nih.gov) in der Meg-
Align Software (DNASTAR Lasergene 8) verglichen.

Ein Teil der Analysen fand auf einem Applied Biosystems 3130x] Genetic Analyzer unter Ver-
wendung des Polymers POP-7  bzw. POP-6" (Applied Biosystems) statt. Die Produkte der
zweiten Aufreinigung wurden in eine 96-Well-Platte iiberfithrt und anschlieBend in das Gerét
eingesetzt. Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte unter Zuhilfenahme der Foundation Data
Collection Software (Version 3.0) und der Sequencing Analysis Software 5.2 (Applied Biosys-
tems). Die vorbereitenden Schritte und die zugrunde liegende Methode sind identisch, die Ka-
pillarelektrophorese findet lediglich in einem Ausgangsvolumen von 40ul und durch 16 Kapilla-

ren parallel statt.
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6.8 Autosomale STRs und Amelogenin

Als STRs werden kurze DNA-Sequenzen bezeichnet, die sich durch Wiederholungseinheiten
(repeat units) zwischen zwei bis sechs Basenpaaren auszeichnen (Litt & Luty 1989). Durch eine
Kombination verschiedener autosomaler STRs ist es moglich, ein Individuum mit hoher Wahr-

scheinlichkeit zu authentifizieren.

6.8.1 Primer und PCR-Parameter

Die Analyse der autosomalen STRs und eines Abschnitts des Amelogenin-Gens fiir Individuali-
sierung und Authentifizierung der einzelnen Proben erfolgte zu Beginn der Arbeit mittels einer
Oktaplex-PCR, welche speziell fiir die Anwendung an alter DNA entwickelt worden ist (Schilz
2006). Informationen zu Primersequenzen, zu eingesetzten Konzentrationen, mdglichen
Allelauspriagungen und Produktldngen sind bei Schilz (2006) nachzulesen. Im weiteren Verlauf
wurden die Proben durch die Heptaplex-PCR analysiert, welche sich aus den Oktaplex-Systemen
DI13S317, D5S818 und Amelogenin, erginzt durch die Systeme THOI, D18S51 und FGA
zusammensetzt (Pfister 2008, Hollerbuhl 2009). Der Vorteil der Heptaplex-PCR ist die Verkiir-
zung einiger Fragmente, so dass die Wahrscheinlichkeit gro3er ist Proben mit schlechterer DNA-
Erhaltung zu erfassen. Die PCR-Reaktion erfolgte mit dem Qiagen” Multiplex PCR Kit bei 40
bis 50 Zyklen in einem 25ul Ansatz (Tab. 10). Die Einsatzmenge der DNA richtete sich eben-

falls nach dem Probenerhalt und lag zwischen 2 und 9pl:

Tab. 10: Reaktionskomponenten fiir die Oktaplex-Analyse

ul je Probe
Qiagen” Mix 12.5
Primerset Oktaplex 3.2
RNAse freies Wasser 7.3-0.3
DNA 2-9
> 25

Die Reaktion wurde mit den folgenden Parametern durchgefiihrt: Initial: 95°C fiir 15min; Cyc-

ling: 94°C fiir 1min, 58°C fiir 1min, 72°C fiir 1,5min; Delay 60°C 30min; Soak 10°C fiir 10min.

Die Heptaplex-PCR (Tab. 11) wurde als Two-Step-PCR mit einem kombinierten Hybridisie-
rungs- und Elongationsschritt durchgefiihrt: Initial: 95°C fiir 15min; Cycling: 94°C 1min, 59°C
2,5min; Delay 60°C 30min; Soak 10°C 10min. Im Anschluss erfolgte eine Agarose-Gel-
elektrophorese wie in Abschnitt 6.7.2 beschrieben.
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Tab. 11: Reaktionskomponenten fiir die Heptaplex-Analyse

ul je Probe
Qiagen” Mix 12.5
Primerset Heptaplex 3.35
RNAse freies Wasser 7.15-0.15
DNA 2-9
> 25

6.8.2 Fragmentldngenanalyse

Abhingig von der Intensitdt der Proben auf dem Agarose-Gel wurden 0.1 bis 2ul PCR-Produkt
fiir die nachfolgende STR-Analyse mit 12l Hi-Di' Formamid (Fluka) und 0.25ul des Lingen-
standards GENE SCAN ROX 500" fiir 5min bei 95°C denaturiert. AnschlieBend erfolgte eine
Kiihlung der Proben auf Eis und eine vollstindige Uberfiihrung in die Amplifikationsgefife.

Die Kapillarelektrophorese erfolgte auf einem ABI PRISM' 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) unter Verwendung des Polymers POP-4" (Applied Biosystems). Wihrend der
Analyse werden die Daten von der ABI Prism Data Collection Analysis Software auf den
Hauptrechner iibertragen und durch die GeneScan ~ Analysis Software verarbeitet. Durch den
spurinternen Lingenstandard in jeder Probe konnen die Fragmentlingen ermittelt werden. Fiir
das size calling wurde die Local Southern Methode genutzt.

Zusétzlich zu den Proben wurde je Lauf eine laborinterne Allelleiter mitgefiihrt. Bei der Aus-
wertung der Peaks in einem Elektropherogramm diente diese als Vergleich fiir die Bestimmung
der jeweiligen Allele.

Eine ausfiihrliche Beschreibung fiir den Umgang mit Analyseproblemen und Laufartefakten fin-
det sich z.B. bei Hummel (2003).

6.9 Analysesysteme zum Nachweis von H. pylori

6.9.1 Amplifikation mittels quantitativer Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ermdoglicht im Gegensatz zur konventionellen PCR
die Verfolgung der Produktanreicherung in Echtzeit mit anschlieBender Quantifizierung der Pro-
duktmenge. Die Messung der Produktzunahme erfolgt durch das emittierte Fluoreszenzlicht,
welches in Abhidngigkeit zur Produktmenge generiert wird (Higuchi et al. 1993, Heid et al.
1996). Um produktabhingige Fluoreszenzen zu messen, sind Fluoreszenzfarbstoffe notig, die mit
der doppelstrangigen (ds)DNA interkalieren. Einer dieser Farbstoffe ist u.a. Ethidiumbromid, das
von UV-Licht zwischen 254-366nm angeregt wird und sein Emissionsmaximum bei 590nm hat
(Kapitel 6.7.2) (Le-Pecq & Paoletti 1966, Wittwer et al. 1997, Morrison et al. 1998). Fiir die
qRT-PCR werden iiblicherweise SYBR® Green I oder fluoreszenzgekoppelte Oligonukleotide
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(Sonden) eingesetzt. SYBR® Green I interkaliert jedoch nicht mit der DNA, sondern bindet se-
quenzunspezifisch an eine kleine Furche der dsDNA. In Gegenwart von dsDNA kann durch An-
regung mit Blaulicht (480nm) eine Fluoreszenz erzeugt werden, so dass die Anreicherung der
dsPCR-Produkte in der qRT-PCR sichtbar gemacht werden kann (Wittwer et al. 1997, Morrison
et al. 1998).

Eine andere Variante sind Sonden, die zeitgleich mit den PCR-Primern auf dem Sequenzab-
schnitt binden und so die PCR-Produkte detektierbar machen (Cardullo et al. 1988, Wu & Brand
1994, Clegg 1995). Die Sonden sind am 5°-Ende an einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff
(z.B. FAM) und am 3’-Ende an ein Quencher-Molekiil (engl. to quench: 16schen, z.B. TAM)
gebunden. Das Emissionsspektrum des Reporters entspricht dem Absorptionsspektrum des
Quenchers. Ist die an die Sequenz gebundene Sonde intakt, wird die Emission des Reporters
durch den Quencher absorbiert. Erreicht jedoch die Tag-Polymerase mit ihrer 5°-3"-Exo-
nuklease-Aktivitit die Sonde, wird diese in ihre einzelnen Nukleotide zerlegt. Der nun frei wer-
dende Reporterfarbstoff emittiert durch seine Entfernung vom Quencher detektierbare Fluores-
zenzsignale, die von der Software aufgenommen und in Amplifikationskurven umgewandelt
werden (Wittwer et al. 1997). Die Freisetzung des Reporterfarbstoffs und die damit verbundene
Freisetzung der Fluoreszenz sind proportional zu der gebildeten PCR-Produktmenge. Nach
Beendigung der Amplifikation kann die Ausgangskopienzahl der Probe mit Hilfe der mitgelau-
fenen Standardreihe quantifiziert werden.

Als threshold cycle (C;) bezeichnet man den PCR-Zyklus, bei dem in der exponentiellen Phase
der PCR das Fluoreszenzsignal der Probe die Hintergrundfluoreszenz liberschreitet und einen
Schwellenwert erreicht. Der C; ist eine relative Messung der Targetkonzentration in der PCR-
Reaktion. Je frither der Schwellenwert erreicht wird, desto mehr Ziel-Sequenzen befinden sich in

der Probe.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Prinzip der Sonden genutzt, um festzustellen, ob in den
DNA-Extrakten der Magenkrebspatienten eine Infektion mit H. pylori nachweisbar ist. Der
Vorteil der qRT-PCR gegeniiber der konventionellen PCR mit anschlieBenden Arbeitsschritten
ist, dass die qRT-PCR in einem geschlossenen System stattfindet. Entsprechend sind nach dem
Ansetzen der Reaktion keine weiteren Schritte notwendig (Heid et al. 1996). Ferner liegen die

Ergebnisse bereits nach 2 4 Stunden vor.
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6.9.2 Nachweis von H. pylori mittels Real-Time PCR

Die Identifikation des Magenbakteriums H. pylori in den historischen Magenkrebsproben er-
folgte indirekt iiber den Nachweis eines Teilabschnitts des 16S rRNA Gens. Primer und Sonde
fiir die Analyse (Abb. 13, Tab. 12) stammen aus der Literatur (Liu et al. 2008). Die Uberpriifung
mittels Primer-BLAST ergab, dass die Primer in allen verfiigbaren H. pylori-Stimmen zu 100%
homolog mit einer Fragmentldnge von 76bp binden. Abbildung 13 zeigt einen eigenen Sequenz-
vergleich mit sechs verschiedenen H. pylori-Stimmen. Einzig eine Fehlpaarung mit Stamm P12
im Bereich der Sonde ist zu erkennen. Die Autoren testeten ihr Amplifikationssystem mit ver-
schiedenen Organismen wie Escherichia coli, Salmonella bareilly, Campylobacter jejuni,
Shigella flexneri und Helicobacter heilmannii. Aullerhalb von H. pylori-Extrakten entstanden

keine Produkte, was die Spezifitit der Methode belegt.

Jss MTJ\GTAG'ITTCAMTGCA#TI‘CTATG GTTAAGCCATAGGATTTC ACEH! EACTGA CTATCCCGCCTACGCGE E ﬁ ; ACGCCCAGTGATTCC G*TML‘ GCT
P12 AATAGTAGTTTCAKATGCAGT T TAT LT TAALLUCATAGGAT T TUACACCTGACTGACTATCCCGCCTACACGCTC GTAACGCT
26695  AATAGTAGTTTCAAATGCAGTTCTATGGTTAAGC CATAGGATTTCACACCTGACTGACTATCCCGCCTACGCGCTCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGTAACGET
B3B8 AATAGTAGTTTCARATGCAGTTCTATGGTTAAGC CATAGGATTTCACACCTGACTGACTATCCCGCCTACGCGCTCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGTAACGCT
G273 AATAGTAGTTTCARATGCAGTTCTATGGTTAAGC CATAGGATTTCACACCTGACTGACTATC CCGCCTACGCGCTCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGTAACGCT

HPAGL AATAGTAGT T TCARATGCAGTTCTATGGTTAAGC CATAGGATTTCACACCTGACTGACTATCCCGCCTACGCGCTCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGTAACGCT
5hid470 AATAGTAGTTTCAAATGCAGTTCTATGGTTAAGCCATAGGATTTCACACCTGACTGACTATCCCGCCTACGCGCTCTTTACGCCCAGTGATTCCGAGTAACGCT

| primer > | probe

Abb. 13: Die Darstellung zeigt einen Ausschnitt aus einem Alignment des fiir die 16S rRNA kodierenden
Gens von sechs verschiedenen H. pylori-Stimmen. Die Primer sind in rot, die Sonde ist in griin markiert.

Tab. 12: Die Primer sind HPSF- und die Sonde ist HPLC-aufgereinigt (Eurofins). Die Sonde ist am 5'-
Reporter mit der fluoreszierenden Farbe FAM und am 3’-Quencher mit TAMRA markiert

Primername Sequenz 5°-3° Linge Fragmentlinge
16S Hpylori f TCGGAATCACTGGGCGTAA 19

16S Hpylori r TTCTATGGTTAAGCCATAGGATTTCACAC 27 76bp
16S Hpylori P FAM-TGACTGACTATCCCGCCTACGCGCT-TAM 25

Fiir die Analyse wurde das qPCR Core kit (Eurogentec) verwendet. Der Mastermix wurde nach
Herstellerangaben wie folgt angesetzt (Tab. 13) und bis zur Verwendung im Kiihlschrank bei

4°C gelagert.

Tab. 13: Reaktionsgemisch fiir die Real-Time PCR

2x Mastermix ul je Probe
(Eurogentec)
10x Puffer 1.8
MgCl, (50mM) 1.26
dNTP (5mM) 0.72
HotGoldStar (5U/ul) 0.09
ddH,0 11.13

> 15

Der Reaktionsansatz fiir die eigentliche Analyse enthielt zusitzlich zu den genannten Kompo-

nenten Primer und Sonde (Eurofins MWG Operon) wie in nachfolgender Ubersicht zusammen-
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gestellt (Tab. 14). Zundchst wurden je 10ul des Reaktionsgemisches in die Vertiefungen einer
384-Well-Platte (Thermo Fast Plate 384 PCR, ABgene) vorgelegt. Das Volumen fiir die Proben
und die Negativkontrollen betrug 8ul. Genomische DNA fiir die Standardreihe stammte von den
Staimmen J99 (ATCC® 700824™) und 26696 (ATCC® 700392D-5™). Die Kontrollproben fiir
die Standardreihe waren hoch konzentriert, so dass ein Volumen von 3pul ausreichte. Die Platte
wurde mit transparenter Folie (Adhdsiv PCR-Folie, ABgene) verschlossen. Nach kurzer Zentri-
fugation wurde die Platte in das ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied Bio-

systems) zur Analyse eingesetzt.

Tab. 14: Reaktionsansatz fiir den Nachweis des 16S rRNA Gens von H. pylori

SYBR Green Assay ul je Probe
2x Mastermix 9
16S Hpylori f (10pmol) 0.21
16S Hpylori r (10pmol) 0.21
HPLC-Wasser 0.22
16S Hpylori Probe (5pmol) 0.36
DNA 8

> 18

Die Analyse begann mit einem einmaligen Schritt fiir 10min bei 95°C zur Aktivierung der Hot-
GoldStar (Eurogentec). Fiir alle 60 Zyklen folgten Denaturierung fiir 15sec bei 95°C und Annea-
ling/Extension bei 60°C fiir Imin. Alle Proben, Kontroll- und Negativproben, wurden duplex
amplifiziert.

Die Auswertung erfolgte mit der SDS 2.1 Software (Applied Biosystems). Alle Proben, deren Ci-

Wert den Schwellenwert {iberschritt, wurden als H. pylori-positiv gewertet.

6.9.3 Identifikation der cag Pathogenititsinsel von H. pylori durch PCR

Fiir den Nachweis der cag Pathogenitétsinsel (cag PAI) wurden Primer an konservierten DNA-
Sequenzen hergestellt, die ein 91bp langes Fragment amplifizieren (Tab. 15). Mit Hilfe von
PrimerBlast lieB sich zeigen, dass eine vollstindige Ubereinstimmung mit den H. pylori-Stim-
men P12, G27, J99 und HPAGI1 gewihrleistet werden konnte. Die Stimme Shi470 und 26695
wiesen lediglich eine Abweichung in einer Basenposition auf. Da letzterer jedoch zusédtzlich zu
J99 als Positivkontrolle diente und kontinuierliche Ergebnisse lieferte, konnte bestétigt werden,

dass trotz einer Fehlpaarung eine erfolgreiche Amplifikation mdglich ist.

Tab. 15: Primer fiir die Identifikation der cag PAI bei H. pylori

Primername Primersequenz 5°-3° Liange  Produktlinge

H.pylori_cagA upp AAGGGGTAATTTTTCTAAATTCACTC 26bp

H.pylori cagA low GTTGAACTTGTAATTAGGATCAATGTC 27bp 91bp
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Die PCR-Reaktion erfolgte mit dem Qiagen” Multiplex PCR Kit bei 45 bis 50 Zyklen in einem
25ul Ansatz (Tab. 16). In die Reaktion wurden 9ul DNA-Extrakt eingesetzt. Die PCR-Parameter
waren: Initial: 95°C fiir 15min; Cycling: 94°C 1min, 60°C 2,5min; Delay 60°C 30min; Soak
10°C 10min.

Tab. 16: Reaktionsansatz fiir den Nachweis der cag PAI von H. pylori

ul je Probe
Qiagen” Mix 12.5
Primer cagA upp (20pmol) 0.3
Primer cagA low (20pmol) 0.3
RNAse freies Wasser 2.9
DNA 9
> 25

Die Uberpriifung des Amplifikationserfolges erfolgte auf einem Agarose-Gel (Kap. 6.7.2).
Durch die Generierung einer spezifischen 91bp-Bande auf dem Agarose-Gel wurde auf die An-
wesenheit der cag PAI in der jeweiligen Probe geschlossen. Ausgewéhlte PCR-Produkte wurden
im Anschluss wie oben beschrieben sequenziert (Kap. 6.7.3), um sicherzustellen, dass das er-

wartete Fragment entstanden war.

6.9.4 Nachweis von H. pylori durch SBE

Amplifikation der SBE-Basisfragmente

Mit der im Folgenden beschriebenen Strategie wurde in den H. pylori-positiven Proben aus den
vorherigen Untersuchungsabschnitten ein Abschnitt des 23S rRNA Gens amplifiziert und im
Anschluss auf die hdufigsten Mutationen A2143G, A2142G und A2142C (van Doorn et al.
2001) mittels einer SBE-Reaktion getestet. Vorteil dieser Methode ist, dass das PCR-Produkt der
Ausgangsreaktion kleiner als 100bp sein kann, so dass auch degradierte Proben mit héherer
Wahrscheinlichkeit ein positives Ergebnis zeigen. Erst in einer folgenden Reaktion werden die
einzelnen Mutationen bzw. SNPs durch spezifische Primer detektiert.

Fiir das kodierende Gen der 23S rRNA von H. pylori finden sich auf ncbi.nlm.nih.gov nur we-
nige Eintrage (Kolbert & Persing 1999). Als Grundlage fiir die Primergestaltung diente eine Ar-
beit von Lascols et al. (2003). Da jedoch nur der upper Primer mit seinem Energieprofil den
Kriterien fiir aDNA entsprach, wurde der lower Primer selbst entwickelt. Die Uberpriifung der
Primer mittels BLAST ergab eine vollstdndige Bindung an H. pylori-Sequenzen.

Das resultierende Produkt der Basis-PCR hat eine Lange von 115bp (Tab. 17).
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Tab. 17: Primer fiir die Generierung des 23S rRNA Gens von H. pylori und fiir die Identifikation der
resistenzbedingten Basenverdnderungen an den Positionen 2142 und 2143

Primername Primersequenz 5°-3° Liange Produktlinge
HP23S1 uppLascols GGAGCTGTCTCAACCAGAGATTC 23

HP23S low CCATTAGCAGTGCTAAGTTGTAGTAAA 27 115bp
HP23S SBE upp ACCCGCGGCAAGACGG 16

HP23S SBE low AAAAAAATTGTAGTAAAGGTCCACGGGGTCT 31

Die Reaktion der Basis-PCR erfolgte wiederum mit dem Qiagen® Multiplex PCR Kit (Tab. 18).
Je Ansatz wurden 8ul DNA-Extrakt bei 50 Zyklen eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in einer
PCR aus zwei Schritten: Initial: 95°C fiir 15min; Cycling: 94°C 1min, 60°C 2.5min; Delay 60°C
30min; Soak 10°C 10min.

Tab. 18: Reaktionsansatz fiir den Nachweis des 23S rRNA Gens von H. pylori

ul je Probe
Qiagen” Mix 12.5
Primer HP23S upp (20pmol) 0.3
Primer HP23S low (20pmol) 0.3
RNAse freies Wasser 2.7
DNA 8
> 25

Als Positivkontrollen dienten wieder die Stamme J99 und 26695. Negativkontrollen in Form von
HPLC-Wasser (Merck), Mitarbeiter-DNA und genomischer DNA von K562 (Promega) zeigten
auch nach 50 Zyklen keine positiven Ergebnisse, so dass von einer H. pylori-spezifischen Reak-
tion ausgegangen werden kann.

Im Anschluss an die Uberpriifung des Amplifikationserfolges mittels Agarose-Gelelektrophorese

wurden die Proben fiir die SNaPshot-Reaktion vorbereitet (siche unten).

Die SBE-basierte Analyse, welche auch als minisequencing oder SNaPshot™ (Applied Biosys-
tems) bezeichnet wird, ist durch eine Identifikation einer determinierten Basenposition gekenn-
zeichnet (Jalanko et al. 1992, Syvénen et al. 1992). Das zugrunde liegende Prinzip &hnelt einer
Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al. 1977) allerdings unter Zugabe von unterschiedlich
farbmarkierten ddNTPs anstelle von dNTPs und ddNTPs. Im Anschluss an die Basis-PCR folgen
enzymatische Reaktionen, bei denen iiberschiissige Primer und dNTPs zerstort werden. In die
folgende eigentliche SBE-Reaktion werden spezifische Primer, die am 3’-Ende genau vor der
potentiellen Mutation enden, eingesetzt. Es kommt zu einer Verlingerung um eine farbmarkierte
Base, die komplementér eingebaut wird (Abb. 14). Die spezifische Fluoreszenzmarkierung der
Base kann mit einer Kapillarelektrophorese detektiert und determiniert werden. Homozygote

Allele werden im Elektropherogramm als ein Peak und heterozygote Allele als zwei Peaks dar-
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gestellt. Da die jeweilige Farbmarkierung ein unterschiedliches Laufverhalten bewirkt, sind hete-
rozygote Ergebnisse voneinander zu trennen.

Verschiedene Primerlédngen in der SBE-Reaktion rufen zusitzlich unterschiedliches Laufverhal-
ten hervor, so dass mehrere Loci durch spezifische Primer simultan untersucht werden koénnen
(Tully et al. 1996). Eine eindeutige Unterscheidung beider Primer ohne Verdnderung der Reak-
tionsbedingungen wird durch die Verldngerung der Primersequenz am 5’-Ende erreicht. In dieser
Arbeit wird eine poly-A Kette genutzt, welche die Bindung des Primers an die Sequenz nicht
stort (Tab. 9). Da die Mutationen im vorliegenden Fall an zwei verschiedenen Basenpositionen

liegen, ist eine Duplex-Reaktion das Verfahren der Wahl.

@O 2@8 ?
AAAA 00 d'a)

AAATAGGTTTGGTCC Il LCCTTTCTATTA

Abb. 14: Das Prinzip der Einzelbasenverlingerung (single base extension) in schematischer Darstellung.
Das eingerahmte A in der unteren Basenfolge stellt die relevante Nukleotidposition dar, an die der Primer
angrenzt und um ein ddNTP (rund) verlangert wird (Abbildung: O. Warnberg).

Aufreinigung der SBE-Basisfragmente

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proben fiir die SNaPshot-Reaktion vorbereitet, indem
alle tiberschiissigen Produkte entfernt wurden. Um eine Verbesserung der Ergebnisse durch Re-
duzierung von unspezifischen Nebenprodukten zu erzielen, wurden die Proben nach der PCR mit
dem Aufreinigungskit MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangabe behan-
delt. Im Anschluss erfolgte ein enzymatischer Verdau durch Exonuclease (Exo I, New England
BioLabs), durch den ungebundene Primer entfernt wurden. Fiir die Entfernung von tiberschiissi-
gen dNTPs wurde alkaline Phosphatase verwendet. Die Entfernung ist notwendig, damit keine
Interaktion mit den mutationsspezifischen Primern stattfindet. Fiir 2.5ul PCR-Produkt wurden
0.025ul Exonuclease 1 (20U/ul) und 0.05ul 10xPuffer mit 1pl alkaliner Phosphatase (rAPid,
Roche) fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Eine Inaktivierung der Enzyme erfolgte fiir 15min bei
75°C, so dass die bereinigten Produkte unmittelbar in der SNaPshot-Reaktion genutzt werden
konnten. Dazu wurde das SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix von Applied Biosystems
verwendet, in welchem sich die fluoreszenzmarkierten ddNTPs, Puffer und Polymerase befinden
(Tab. 19). Je Primer wurden 0.1pul einer 0.4uM- Losung verwendet. Die Reaktion mit 25 Zyklen
fand bei 96°C fiir 10sec, 50°C fiir 5sec und 60°C fiir 30sec statt.
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Tab. 19: Reaktionsansatz fiir die Aufreinigung der SBE-Basisfragmente

ul je Probe

SNaPshot Multiplex Ready 2.5
Reaction Mix
HP23S SBE upp (10pmol) 0.1
HP23S SBE low (10pmol) 0.1
HPLC Wasser 1.3
DNA 1

> 5

Bis zur Weiterverwendung wurden die Proben bei 4°C gelagert. Im Anschluss wurden erneut
tiberschiissige ddNTPs durch 1ul alkaline Phosphatase entfernt, indem die Proben bei 37°C fiir
eine Stunde inkubiert wurden. Anschlieend wurde das Enzym fiir 15min bei 75°C deaktiviert
(SNaPshot™ Multiplex Kit Protocol 2000). Das nun vollstindig gereinigte Produkt wurde mit
12ul Hi-Di " Formamid (Fluka) und 0.25pu1 des Lingenstandards GeneScan' -LIZ 120" fiir 5min
bei 95°C denaturiert, anschlieBend gekiihlt und in die Probengefédfe fiir die Kapillarelektropho-
rese iiberfiihrt.

SNaPshot-Analyse

Die Analyse der Mutationen wurde auf einem ABI PRISM" 310 Genetic Analyzer mit dem Po-
lymer POP-4" (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die elektrophoretische Auftrennung fand
nach bereits beschriebenen Parametern fiir die Fragmentldngenanalyse statt, jedoch unter Ver-
wendung der Fiinffarbanwendung (SNaPshot™ Multiplex Kit Protocol 2000). Die durch die ein-
gesetzten Primer definierten Nukleotidpositionen werden abhéngig von der Farbmarkierung der
Base als Peak im Elektropherogramm dargestellt (Abb. 15). Die untersuchten Mutationen liegen
an den nebeneinander liegenden Positionen 2142 und 2143, so dass ein Primer an den upper und
einer an den /ower Strang der Doppelhelix bindet. Um die Ergebnisse des lower strands mit Lite-
raturdaten vergleichen zu konnen, miissen die komplementiren Basen beachtet werden. Daher
entspricht ein ,,T* an zweiter Position des Systems der Realisierung der Base ,,A* in der Proben-

sequenz.
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Abb. 15: Die Darstellung zeigt die mogli-
chen Allelauspridgungen von H. pylori an den 20 25 20 25 40
Sequenzpositionen 2142 und 2143 fiir das
23S rRNA kodierende Gen und deren beo-
bachtete Haufigkeiten (van Doorn et al.
2001). Als Peak dargestellt die Ergebnisse Wildtyp

- 2142 2143
des Elektrophgrogramms,“ de'r abgelelteEe Abgeleiteter Genotyp A A
Genotyp entspricht der tatsdchlichen Auspra-
gung auf Sequenzebene (Abbildung: O.
Warnberg).
Haufigkeit 45,2%
2142 2143
Ahgeleiteter Genotyp A G
Haufigkeit 33,3% /\
2142 2143
Abgeleiteter Genotyp G A
Haufigkeit 1,6%
2142 2143
Abgeleiteter Genotyp A

Haufigkeiten nach van Doorn (2001)

6.10 Gaschromatographie und Massenspektrometrie

Die Konservierungsfliissigkeiten der historischen Gewebeproben wurden durch Gaschroma-
tographie mit gekoppelter Massenspektrometrie (GC/MS) analysiert. Die Analysen wurden
durch die Abteilung fiir Zentrale Analytik des Instituts fiir Organische und Biomolekulare Che-
mie unter Leitung von Dr. Frauendorf durchgefiihrt.

Das grundsétzliche Prinzip der GC/MS beinhaltet ein Durchlaufen von Chromatographiesidulen
mit unterschiedlichen, substanzspezifischen Retentionszeiten, wonach die getrennten Stoffe ioni-
siert werden. Der Transport der Substanzen in die Ionenquelle erfolgt durch das Trigergas He-
lium bei einer Flussrate von 1ml/min. Die lonisierung erfolgt durch Elektronensto3 (electron
impact, EI) mit einer lonisierungsenergiec von 70eV (Budzikiewicz 1992), wodurch
Radikalkationen ([M]") entstehen. Die iibertragene Energie bewirkt eine Fragmentierung der
Ionen in charakteristische Fragmentionen. Die so erzeugten lonen werden mittels eines Massen-
analysators (hier ein Quadrupol) entsprechend ihres Masse-zu-Ladungsverhiltnisses (m/z) ge-
trennt und am Detektor registriert. Durch Computer kdnnen die Signale visualisiert und in Form

eines Totalionenstrom-Chromatogrammes mit den zugehorigen Massenspektren dargestellt wer-
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den. Der Peak im Chromatogramm stellt ein ungefdhres Maf fiir die Konzentration der Kompo-
nenten (y-Achse) in Abhingigkeit von der Zeit (x-Achse) dar. Uber den Abgleich mit einer Mas-
senspektrenbibliothek (NIST, Wiley) konnen die aufgenommenen Massenspektren der getrenn-
ten Komponenten aus dem Stoffgemisch mit Referenzsubstanzen verglichen und dadurch identi-

fiziert werden.

Die Messungen erfolgten an einem GC/MS DSQ (El, Cl, mit Trace GC-Ultra) der Firma Thermo
Finnigan. Das Gerit eignet sich zur Untersuchung komplexer fliichtiger Substanzen. Die Daten
wurden aus 250l Probe bei einer Absorption fiir 10min gewonnen. Das Programm lief fiir 8min
bei 40°C, 10°C/min auf 250°C und abschlieBend 1min bei 250°C. Der Scan-Bereich betrug 29
bis 300m/z. Als SPME-Faser wurde Carboxen/Polydimethylsiloxan (75um) der Firma Supelco

verwendet.

In einer zusitzlichen Analyse sollte Pikrinséure in den Konservierungsmitteln nachgewiesen
werden, da dies ein haufiger Bestandteil von Fixierungsmitteln ist. Die direkte Messung erfolgte
mit der Ionisierungstechnik ESI-TOF an einem MicroTOF der Firma Bruker Daltonik. Der
Nachweis von Pikrinsdure erfolgte durch direkte massenspektrometrische Bestimmung aus der
Losung durch Electrospray lonization (ESI). Die drei wichtigsten Ablidufe der ESI sind Bildung
eines Sprays feiner, ladungstragender Tropfchen durch Anlegen einer Hochspannung, Verkleine-
rung der Tropfen und Ubergang von Ionen in die Gasphase (Desolvatisierung) (Kebarle & Tang
1993). Bei dem Electrospray-Verfahren wird die Probe bei Atmosphédrendruck in ein stark
elektrisches Feld, ggf. mit Unterstiitzung durch ein Inertgas (Stickstoff), verspriiht. Durch eine
anliegende Spannung (kV) werden die Bestandteile der Probe zerstdubt und konnen ionisiert
werden. Die so erzeugten lonen werden durch einen Massenanalysator (hier ein Time-of-Flight-
Massenspektrometer) hinsichtlich ihres m/z-Verhéltnisses getrennt und am Detektor registriert
(Gaskell 1997). Im Falle der Analyse von Pikrinsdure wurden die Messungen im negativen lo-

nen-Modus durchgefiihrt, da sie bevorzugt negative lonen durch Deprotonierung bildet ((M-H]).

Insgesamt lagen zwei Proben von Konservierungsfliissigkeiten aus Wien, neun aus Ziirich, drei

aus Berlin und eine aus Tartu vor.
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7 Analyseergebnisse

7.1 Histologische Begutachtung

Die histologische Begutachtung der historischen Proben wurde durchgefiihrt, um die initialen
Diagnosen, die bis zu 180 Jahre alt sind, zu tiberpriifen und um eine Klassifizierung nach aktu-
ellen pathologischen Richtlinien vorzunehmen. Dies war nétig, damit ein Vergleich mit rezentem
Material gewihrleistet werden konnte. Ferner ermdglichte der histologische Befund eine Ab-

grenzung zwischen nicht-karzinogenem Kontroll- und Tumorgewebe.

Voraussetzung fiir die Identifikation von tumorspezifischen Mutationen war, dass von allen Pro-
ben Kontrollgewebe ohne Einstreuung von Tumorzellen und Tumorgewebe vorhanden war, um
einen Vergleich zwischen den Gewebetypen zu ermoglichen.

Die histologischen Befunde ergaben, dass es sich nicht bei allen Gewebeproben tatsdchlich um
Karzinome der heutigen Klassifizierung handelt. Proben, die die zusitzliche Bemerkung ,.kein
Karzinom* enthalten, wurden von der Gesamtauswertung der Untersuchung des Tumorsuppres-
sorgens p53 und der Identifikation von H. pylori ausgeschlossen. Daher standen fiir die Folge-

untersuchungen 47 von 51 Proben zur Verfiigung.

Die folgenden Tabellen (20-23) zeigen die originale makroskopische Beschreibung der Patholo-
gie im Vergleich zur histologischen Begutachtung der Gewebeproben durch PD Dr. Hemmerlein
bzw. Dr. Perske. Aufgrund der zum Teil starken autolytischen Verdnderungen waren nicht bei
allen Proben eindeutige Aussagen moglich. Die histologische Typisierung erfolgte nach der ak-
tuellen WHO-Klassifikation (2010), die zusitzliche Klassifizierung der Karzinome nach intesti-

nal oder diffus richtete sich nach Laurén (1965).

Tab. 20: Pathologie der Proben aus Berlin. Legende gilt fiir alle folgenden Tabellen: ADK: Adenokarzi-
nom; diff.: differenziert

Probenname Originalbeschreibung Histologie

33/1947 maligner Tumor: kleines schliisselformiges Car-  ADK mit Lymphgefal3- intestinal
cinom, mehrere Polypen und chron. Katarrh des  einbruch

Magens
746/1951  schliisselformiges Karzinom: handflachengroBer, ADK intestinal/
schliisselformig zerfallender Krebs der Cardia diffus

des Magens im Bereich der kleinen Kurvatur mit
Ubergreifen auf den unteren Oesophagus

176/1952  maligner Tumor: Cardiacarcinom bei bleistift- Muskel mit Entziindung diffus
dicker Stenose des Mageneingangs und Tumorinfiltraten
415/1953  maligner Tumor, bosartiges Gewachs: stenosie- muzindses ADK intestinal

rendes Carcinom des Pylorus

461/1953  maligner Tumor, Geschwulst: auf den Oesopha-  Plattenepithelkarzinom
gus libergreifendes Cardiacarcinom
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Probenname Originalbeschreibung Histologie
29/1955 bosartiges Geschwiir: kleines ulceriertes Carci- ulzeriertes und nekroti- intestinal
nom der Hinterwand siertes ADK
734/1955  szirrhoses Karzinom: polypdses Magenkarzinom ADK diffus
1113/1955  maligner Tumor, bdsartiges Gewéchs: stenosie-  Autolyse; einzelne Tu-
rendes Pyloruscarcinom morderivate
1160/1955 maligner Tumor, bdsartiges Geschwiir: flachpa-  wenig diff. ADK diffus
pillires, exculceriertes Cardiacarcinom
949/1956  maligner Tumor, bosartiges Gewachs: Magen- ADK diffus
carcinom: Tumoreinwachsung in die Milz, ge-
deckte Magenperforation
777/1959  maligner Tumor: Cardiacarcinom ADK intestinal
722/1960  bosartiges Geschwiir: schliisselformiges Cardia-  ADK, wandinfiltrativ intestinal
carcinom
741/1963  maligner Tumor, bosartiges Gewachs: ulzeréses  oberflachliches ADK intestinal
Kardiakarzinom des Magens
1234/1964  maligner Tumor, bosartiges Geschwulst: Cardia-  muzindses ADK intestinal
carcinom des Magens
1294/1964  schliisselformiges Karzinom: schliisselformiges ADK intestinal
Magencarcinom
Tab. 21: Pathologie der Proben aus Tartu
Probenname Originalbeschreibung Histologie
430 Sarcoma ventriculi submukdse Infiltrate, ADK intestinal
432 Carcinoma gelatinosum ven- Infiltrate, siegelringzellhaltiges ADK  diffus
triculi
434 Carcinoma partis cardiacae Magenschleimhaut mit Entziindung  intestinal
ventriculi und einem intestinalen ADK
443 Carcinoma exulcerans ventri-  Autolyse, Entziindung und fragliches intestinal/
culi diffuses ADK diffus
444 Polypositas ventriculi Anteile eines driisigen Tumors, ADK intestinal
448 Polypus ventriculi cum carci-  regelhafte Duodenalwandung
nomate cylindrocellulare (kein Karzinom)
449 Carcinoma cylindrocellulare ausgedehnte driisige Tumorinfiltrate, intestinal
papillomatosum ventriculi ADK
455 Papilloma ventriculi autolytische Magenwand mit driisi- intestinal
gen Tumoranteilen, ADK
456 Carcinoma pylori ventriculi intestinale Metaplasie und Lymphan-  Lymph.
giosis carcinomatosa
593 Carcinoma papillomatosum driisige Tumoranteile, ADK intestinal
cylindrocellulare ventriculi

Die Proben aus Wien sind durch eine starke autolytische Verdnderung des Gewebes gekenn-

zeichnet, die weitere Untersuchungen z.T. unmoglich machte. Ausgeprigte Autolyse konnte bei

den Proben 476, 11773, 1003, 4674, 33003, 5474, 8753 und 11768 beobachtet werden.
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Tab. 22: Pathologie der Proben aus Wien
Probenname Originalbeschreibung Histologie
476 Carcinoma simplex capitis ADK, G2-3 intestinal
pancreatis
11773 Carcinoma ventriculi in ulcere Musculus mit wenigen Karzinom- diffus
peptica zellen, G3
1003 Carcinoma ventriculi teils muzinds intestinal, teils siegel- intestinal
ringzellhaltig
4674 Carcinoma scirrhosum infiltrans ADK, G3 diffus
ventriculi
12675 Carcinoma scirrhosum ventriculi ADK mit Siegelringzellen, G3 diffus
33003 Carcinoma pylori ADK mit Siegelringzellen, G3 diffus
5474 Carcinoma fungosum exulceratum  ADK, G2 intestinal
partis pyloricae
14446 Carcinoma infiltrans ventriculi ADK mit Siegelringzellen, G3 diffus
11807 Carcinoma scirrhosum ventriculi ADK mit Siegelringzellen, G3 diffus
fere totius
11808 Carcinoma scirrhosum ventriculi Siegelringzellkarzinom, G3 diffus
18616 mehrfach krebsig entartete Magen-  ADK, G2 intestinal
polypen
8753 Carcinoma in ulcere peptico ven- ADK, teils muzings intestinal, teils intestinal/
triculi siegelringzellhaltig, G2-3 diffus
11794 Carcinoma scirrhosum infiltrans Magenwand-Corpus, wenig Karzi- diffus
ventriculi nomzellen, ADK, G3
11768 Carcinoma simplex exulceratum Magenwand ohne Malignitét
curvaturae majoris ventriculi (kein Karzinom)
8043 Carcinoma papillae vateri ADK, G2 intestinal
14983 Carcinoma granulomatosum ADK mit Siegelringzellen, G3 diffus
ventriculi
8695 Carcinoma ventriculi ADK, G3 diffus
15809 Carcinoma ventriculi ADK, G3 diffus
Tab. 23: Pathologie der Proben aus Ziirich
Probenname Originalbeschreibung Histologie
322/1906  Ulcus rotund. ventriculi regionis  Entziindung, intestinale Metaplasie,
pyloricae; Diagnosis clinica: Hyperplasie (kein Karzinom)
Carcinoma ventriculi
774/1930  Colloid-Carcinom der Cardia Infiltrate eines wenig diff. Siegelringzell-  diffus
ventriculi auf den Oesophagus karzinoms, ADK, G3
iibergreifend
1356/1935  Carcinoma solidum simplex des  autolytische Magenschleimhaut, Infiltrat  intestinal
Magens mit Tumorthromben in  durch hoch- bis mitteldiff. ADK
den Venen der Magenwand und
Einwachsen in die Vena portae
8454/1951  Carcinoma, entartete Magen- Tubulovilléses Adenom der Magen- intestinal
schleimhaut, Polypen schleimhaut mit hochgradiger Dysplasie;
Ubergang in miBig diff. ADK, G2
13901/1958  Giant-rugae Gastritis, sek. poly-  Tubuldres Adenom mit hochgradigen intestinal
poses Carcinom Dysplasien; Ubergang in méBigdiff.
ADK, G2
1094/Z Carcinoma pylori Magenschleimhaut mit Infiltraten eines intestinal
méBigdiff. ADK, G2
1/Z - maBigdiff. ADK, G2 intestinal
2/Z - Corpusschleimhaut, akute Entziindung,

Hyperplasie (kein Karzinom)
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Beispielhaft werden im Folgenden einige Diagnosen anhand von histologischen Schnittprapara-
ten der Gewebeproben vorgestellt.

Die Abbildungen 16 a und b zeigen Kontrollgewebe von Probe 448 aus Tartu. Auf der linken
Seite ist die chronische Entziindung des Gewebes verdeutlicht (a). Die entziindungstypischen
Lymphozyten (Pfeil) werden durch die Farbung als blaue Punkte dargestellt, die Driisenlichtun-
gen erscheinen weill (Stern), das sie umgebende Driisenepithel ist von Granulozyten als Aus-
druck der akuten Entziindung durchsetzt. Im rechten Bildausschnitt (b) wird die intestinale Me-

taplasie, eine mogliche Vorstufe von Magenkarzinomen, mit den fiir sie charakteristischen Be-
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Abb. 16: Chronische Entziindung (a) und intestinale Metépiasie (b) von ProBe:1§8 aus Tartu.

"

Abbildung 17 zeigt eine Lymphangiosis carcinomatosa in Probe 456 aus Tartu, links (a) in einer
Ubersicht im Querschnitt durch die Magenwand und rechts (b) als VergroBerung. Die Tumor-
zellen sind von der Submukosa, die aus lockerem Bindegewebe besteht, in das Lymphgefal3 ein-
gewandert und konnen so zu Metastasen in Lymphknoten fithren. Die Mukosa ist tumorfrei, der

primdre Tumor an der Mukosa ist nicht abgebildet.
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Abb:. 17: 456 aus Tartu: a: Querschrﬁtt durch dé-n Ma,;geh: 1. Mukosa, leicht 'a'utolytisch verandert; 2.
Muscularis mucosae; 3. Lymphangiosis carcinomatosa im rechten unteren Rand in der (4.) Lamina sub-
mukosa; 5. Muskularis; b: VergroBerung: 1. GefaBwand; 2. Lymphgefédlumen; 3. Tumorzellverband.
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Das Schnittpraparat der Berliner Probe 461/1953 (Abb. 18) zeigt ein Plattenepithelkarzinom.
Dabei handelt es sich um einen malignen Tumor, dessen Zellen vom Plattenepithel ausgehen. In
den meisten Fillen handelt es sich um ein Osophaguskarzinom, welches sich auf den Magen
ausgedehnt hat. Dieser Karzinomtyp ist im Vergleich zum Adenokarzinom durch solide Ver-
binde groBerer Tumorzellen, das Fehlen von Driisen sowie Bildung von Keratin und Interzellu-
larbriicken gekennzeichnet.

Abbildung (19) zeigt ein muzindses Adenokarzinom, welches durch seine extrazelluldre

Schleimbildung charakterisiert ist. Neben muzindsen Anteilen sind auch Siegelringzellen in der

Mitte des Diinnschnitts zu erkennen.
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Abb. 18: Plattenepithelkarzinom bei Probe 461 aus dem Jahr 1953. Das Keratin der verhornten Zellen
wird durch die Farbung intensiv rosa (z.B. Pfeil).
Abb. 19: Muzindses Adenokarzinom in der Mitte des Diinnschnitts. 1+4. Muskularis; 2. Tumorzellen, mit

lila gefarbtem Kern und pinkfarbenem Zytoplasma, zwischen den Tumorzellen in weill mit blass rosafar-
benem Schleier (3.) der extrazelluldr gebildete Schleim.

Die autolytische Verdnderung der Magenwand wird
beispielhaft an der Probe 455 aus Tartu gezeigt
(Abb. 20). Driisen- und Magenwandstruktur sind nur
noch schemenhaft erkennbar. Zytoplasma und Kerne

der Zellen sind weitgehend homogenisiert.

Eine Giemsa-Farbung, die zusdtzlich zur H.E.-Farbung von einigen Proben angefertigt wurde,
konnte in vereinzelten Fillen die Anwesenheit von Bakterien im Gewebe nachweisen. Einen
positiven Befund der Giemsa-gefirbten Proben gab es bei Proben aus Tartu mit den Nummern

443, 444, 455 und 456 und wenigen Berliner Proben.
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Die folgenden Abbildungen zeigen die Giemsa-gefirbte Probe 415/1953 ohne Bakteriennach-
weis (Abb. 21a) und Probe 734/1955, in der vermutlich E. coli (21b, siehe Pfeil) und die Anwe-
senheit von Pilzen (21c, u.a. siche Pfeil) bestétigt werden konnte. H. pylori konnte in keiner

Probe gesichert festgestellt werden.

Abb. 21 a: Giemsa-Farbung ohne Bakterien
mit Schleim gefiillt waren; b: Die lila gefarbten Stibchen in der Mitte des Bildes konnten E. coli sein; e:
Die Pilze sind fadenférmig und durchziehen den ganzen Schnitt.

7.2  Molekulargenetische Untersuchungen

Die chemische Behandlung von Geweben reduziert den Erfolg von PCR-basierten Amplifikatio-
nen. Dennoch konnten p53-Mutationen und H. pylori-Infektionen der historischen Magenkarzi-

nome nachgewiesen werden, wie die folgenden Kapitel zeigen.

7.2.1 DNA-Erhaltung

Insgesamt wurden 51 Feuchtgewebeproben von Magenkarzinompatienten aus vier verschiedenen
europdischen Sammlungen untersucht. Unter Einbeziehung aller Teiluntersuchungen ist festzu-
stellen, dass die Berliner Proben die beste DNA-Erhaltung aufweisen. Material aus Tartu und
Zirich ist in seiner Erhaltung divers, so dass nicht von allen Proben vollstindige genetische Da-
ten generiert werden konnten. Einzig die Proben aus Wien sind durch sehr schlechten DNA-Ge-
halt gekennzeichnet, aus ithnen konnten nur wenige Ergebnisse generiert werden.

Die Amplifikationserfolge des p53-Analysesystems und der genetischen Typisierung zeigen ein
dhnliches Verteilungsmuster. Daraus wird deutlich, dass die Unvollstindigkeit der Ergebnisse
nicht auf das jeweilige Untersuchungssystem an sich, sondern auf den Degradierungsgrad der
Proben-DNA zuriickzufiihren ist.

Tabelle 24 zeigt den Amplifikationserfolg der Analysesysteme. Ein ,,vollstindiges* Ergebnis

impliziert reproduzierbare Daten; ,,unvollstindig™ heiflt, dass Sequenzabschnitte bzw. Allele



Analyseergebnisse 69

amplifiziert werden konnten, aber nicht in allen Féllen eine Reproduktion moglich war. ,,Kein*
Amplifikationserfolg bedeutet, dass vereinzelt Sequenzabschnitte und Allele detektiert werden
konnten, aber in nahezu keinem Fall eine Wiederholung moglich war. Proben, die nach mehreren
Anpassungsversuchen (z.B. Erhohung der Gewebemenge in die Extraktion, Erhéhung des Pro-
teinase K-Gehaltes, Erhdhung der Extraktmenge in die PCR oder hohere Zyklenzahl in der PCR)
keine verbesserten Typisierungsergebnisse zeigten, wurden von der weiteren Auswertung der Er-

gebnisse ausgenommen.

Tab. 24: Amplifikationserfolg der Analysesysteme fiir die p5S3-Untersuchung und der autosomalen STRs

Sammlung Probenanzahl p53 STRs
vollstindig 14 | vollstindig 13
Berlin 15 unvollstindig 1 |unvollstindig 1
keine 0 |keine 1
vollstindig 5 |vollstindig 4
Tartu 10 unvollstindig 5 |unvollstindig 3
keine 0 | keine 3
vollstindig 0 |vollstindig 3
Wien 18 unvollstindig 1 |unvollstindig 3
keine 17 | keine 12
vollstindig 2 |vollstindig 3
Ziirich 8 unvollstindig 0 |unvollstindig 0
keine 6 |keine 5

Abbildung 22 zeigt die heterogenen Amplifikationsergebnisse am Beispiel von Proben aus Wien
und des p53-Analysesystems. Von Probe 14446 konnten drei der vier p53-Fragmente amplifi-
ziert werden, bei 4674 hingegen nur eines. Alle anderen Proben enthielten nicht geniigend Aus-
gangs-DNA, um einen Amplifikationserfolg verzeichnen zu kénnen. Als Lingenstandard diente
eine lkb-Leiter (Invitrogen), deren Lingen in Basenpaaren rechts neben der Abbildung darge-

stellt sind.

220
201
154
134

Abb. 22: Amplifikationserfolg des p53-Primersets
,,0" bei Proben aus Wien.
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Um auszuschlieBen, dass die schlechte DNA-Erhaltung des Wiener

Materials auf Inhibitoren in den Aufbewahrungsfliissigkeiten zuriickzu-

14446+K562
" 18616+K562

filhren ist, wurden Extrakte mit Standard-DNA (K562, Promega) ver-
setzt und amplifiziert. Abbildung 23 zeigt ein Agarose-Gelbild mit den
Proben 14446 und 18616, die mit K562 versetzt wurden. Durch die

Fragmentlingenanalyse konnte ein vollstindiges Profil der Standard-

DNA und zusitzlich einzelne Allele der alten Proben generiert werden.

Eine Inhibition der PCR als Ursache der fehlenden Daten kann damit

ausgeschlossen werden. Abb. 23: Inhibitionstest

7.2.2  Tumorsuppressorgen p53

Die Analysefdhigkeit der Primer und der Multiplex-Anwendung fiir die Untersuchung des Tu-
morsuppressorgens wurde an rezenter Mitarbeiter-DNA bzw. an Standard-DNA von K562
(Promega) getestet. Die Primerpaare erzielen einzeln und in Kombination einer Multiplex-PCR
sehr gute Resultate. Beispielhaft wird der Amplifikationserfolg an Abbildung 24 dargestellt.
Links neben der Abbildung sind die Fragmentldngen der Produkte abgebildet. Einige Proben
zeichnen sich durch so gute DNA-Erhaltung aus, dass durch Verbindung des 5/2 upper Primers
und des 6/1 lower Primers ein etwa 300bp groBes Produkt entstand, welches das Intron zwischen

Exon 5 und 6 einschloss. Mitgefiihrte Leerkontrollen waren in allen Amplifikationen negativ.

1113/1955
722/1960

300bp

168bp
155bp
137bp
120bp

Abb. 24: Amplifikationserfolg mit dem p53-
Primerset ,,b* bei Proben aus Berlin. K562 diente als
Positivkontolle, die 1kb-Leiter als Langenstandard.

Je Probe wurde sowohl gesundes Kontroll- als auch Tumorgewebe getrennt voneinander extra-
hiert, amplifiziert und anschliefend sequenziert. Als ,,Mutationen* wurden nur solche Verinde-

rungen aufgenommen, die in der Tumor-DNA, nicht jedoch in der Kontroll-DNA detektiert wer-
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den konnten und reproduzierbar waren. Ein Beispiel fiir eine reproduzierbare Mutation -ein C zu
T-Austausch an Probe 949/1956- ist in Abbildung 25 dargestellt. Der obere Teil der Abbildung
zeigt die Referenzsequenz X54156, darunter die Sequenz der Kontroll-DNA im Vergleich zur

Tumor-DNA. Die veridnderte Base ist an Position 13109 in rot markiert.

| 13110 | 1
pS3X54156 C C T G T GLAGCTGTEGG G-
CCTGTOGCIAGEC TGTG GG -

Kontroll-DNA MWV ﬁ'&l /\LM/W\]

C C T T Cia > C T TG G 7

C C T T T - C TG>T G G 7

Abb. 25: Elektropherogramm eines Sequenz-
ausschnitts von Exon 5 bei Probe 949/1956.

Von 45% (21 der 47) der Proben mit Magenkarzinomen konnten vollstindige Sequenzen der
Exons 5 bis 8 generiert werden. Davon hatten acht Proben eine und drei Proben zwei Mutatio-
nen, daraus ergibt sich eine Mutationsrate von 52%. Bei zehn Proben konnten keine reproduzier-
baren Verdnderungen detektiert werden. Drei verschiedene Mutationsereignisse wurden in Exon
5 detektiert und vier verschiedene in Exon 7, davon eines bei vier Proben. Aullerdem konnten
drei Mutationsereignisse in Exon 8, davon eines bei zwei Proben, detektiert werden. Da ein spe-
zifisches Mutationsereignis (M246K) in verschiedenen Proben vorkam, ist absolut betrachtet die
Halfte der Veranderungen in Exon 7 lokalisiert.

Die Nomenklatur der Mutationen auf Ebene der genomischen DNA und dem Proteinlevel folgt
Antonarakis et al. (Antonarakis 1998, den Dunnen & Antonarakis 2000).

Tabelle 25 zeigt die Ergebnisse der Sequenzierung. ,,Q144X* bedeutet, dass aus der Aminoséure
Glutamin an Codon 144 durch Mutation ein Stoppcodon entstanden ist. ,,S166fsX180 bedeutet,
dass an Codon 166 mit der Aminosdure Serin eine Insertion stattgefunden hat und es so zu einer
Leserasterverschiebung (frame-shift, tfs) gekommen ist, die bei Codon 180 zu einem Stoppcodon
fiihrt.

Zur Unterscheidung der Standorte ist die Probe aus Tartu durch das Préfix ,,Ta* und die Probe
aus Ziirich durch ,,Z* gekennzeichnet. Spalte vier bezieht sich auf die Referenzsequenz der ge-
nomischen DNA von p53 (X54156, www.ncbi.nlm.nih.gov). Im vorderen Teil werden die Ba-
senposition und die Basenabfolge des Codons vor und nach Mutation gezeigt, im hinteren die
veranderten Basen.

Alle im Folgenden vorgestellten Ergebnisse haben als Grundlage die in Kapitel 2.1.4 vorgestell-
ten Datenbanken /ARC TP53 Database und TP53 Web Site.
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Tab. 25: Ergebnisse der p5S3-Sequenzierung

Amino- Exon Proben- genomische DNA
sdure bezeichnung X54156
Q144X 5 949/1956 cagl3109tag C>T
P152P 5 777/1959 ccgl3135cca G>A
S166fsX180 5 Ta 430 tcal3174insA (atc) InsA
G244V 7 1160/1955 ggcl14058gtc G>T
M246K 7 1113/1955 atgl4064aag T>A
1160/1955
949/1956
777/1959
R248W 7 461/1953 cggl4069tgg C>T
L257V 7 746/1951 ctg14096gtg C>G
R267R 8 7 1356/1935 cggl4470cga G>A
E271K 8 1294/1964 gagl14480aag G>A
K291E 8 722/1960 aagl4540gag A>G
1234/1964

In der nachfolgenden Tabelle werden weitere Informationen zu den einzelnen Mutationen aufge-
fiihrt (Tab. 26). Als Mutationstyp (Spalte zwei) wird die Art der Mutation bezeichnet, ob entwe-
der nonsense-, silent- oder missense-Mutationen realisiert sind. Die Ergebnisse zeigen, dass nur
die Veranderung Q144X direkt zu einer nonsense-Mutation mit Entstehung eines Stoppcodons
fiihrt. Die Insertion in Codon 166 fiihrt zu einer frame-shift-Mutation (sieche oben). Silent-Muta-
tionen, bei denen durch den Nukleotidaustausch keine Verdnderung in der Aminosduresequenz
folgte, entstanden zweimal (P152P und R267R).

Die sechs missense-Mutationen kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zu Gruppe 1 gehdren
die Mutationen G244V, M246K und R248W, die in den DNA binding loops vorkommen.
L257V, E271K und K291 werden unter 2 als ,,verbleibende* missense-Mutationen eingefiigt.
Die Substitution (Spalte drei) unterscheidet Transitionen (Purin- zu Purinbase bzw. Pyrimidin-
zu Pyrimidinbase) und Transversionen (Pyrimidin- zu Purinbase oder umgekehrt). Bei den iden-
tifizierten Mutationen handelt es sich um sieben Transitions- und um sechs Transversions-
ereignisse. Siehe dazu auch Abbildung 26.

CpG-Inseln (Spalte vier) sind DNA-Bereiche, in denen eine C-G-Kopplung héufig vorkommt.
Kommt es zu einer Methylierung des Cytosinrestes kann hdufig keine Transkription stattfinden.
Zwei Mutationen sind an CpG-Inseln lokalisiert.

Als einzige Mutation befindet sich E271K an einer splice site (Spalte fiinf), welche beim Splei-
Ben die Grenzen der Exons und Introns markieren. Die Verdnderung betrifft ein Nukleotid, wel-
ches in der Sequenz verantwortlich ist, um p53-delta-Isoformen zu produzieren. Alle anderen

Mutationen kommen auBBerhalb dieser Grenzen vor.
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Das Codon Usage (Spalte sechs) gibt an, mit welcher Hiufigkeit Codons des genetischen Codes
-hier bei Homo sapiens- realisiert sind (Quelle: www.kazusa.or.jp/codon). Bei vier der zehn ver-
schiedenen Ereignisse ist eine theoretische Zunahme des Codongebrauchs, bei fiinf eine Ab-
nahme und in einem Fall keine Verdnderung zu verzeichnen. Selten verwendete Codons konnen

die Translation bremsen, wihrend hédufige sie beschleunigen konnen.

Tab. 26: Informationen zu Mutationstypen, Substitution, Lokalisation an CpG-Inseln, Vorkommen der
Mutationen an einer splice site und Verdnderung des Codongebrauchs bei Homo sapiens

Aminosdure Mutationstyp  Substitution CpG-Insel splice site  Codon Usage
Q144X nonsense Transition nein nein 34.2>0.8
P152P silent Transition ja nein 6.9>16.9

S166fsX180  frame-shift nein nein 12.2 >20.9
G244V missense Transversion nein nein 223>14.5
M246K missense Transversion nein nein 22.1>319
R248W missense Transition ja nein 11.5>13.2
L257V missense Transversion nein nein 39.8 >28.2
R267R silent Transition nein nein 11.5>6.2
E271K missense Transition nein ja 39.6 >31.9
K291E missense Transition nein nein 31.9>39.6

Tabelle 27 zeigt die Auswirkungen der Mutationen auf die Transaktivierungen von einigen Ge-
nen, die in das p53-Netzwerk eingebunden sind. Kato und Kollegen (2003) unterscheiden vier
Transaktivierungsklassen bei den acht untersuchten Promotoren, die als Prozent des Wildtyp-
proteins dargestellt werden. 1. nicht funktional: < 20; 2. teilweise funktional 20-75; 3. funktional:
75-140; 4. supertrans: > 140.

Die vier Mutationsereignisse G244V, M246K, R248W und L257V werden als nicht funktional
eingestuft. E271K bleibt teilweise und K291 vollstindig funktional. Von den silent-Mutationen
P152P und R267R wird angenommen, dass die Wildtypfunktionalitdt weiter vorhanden ist (Kato
et al. 2003). Die Mutation Q144X wurde nicht untersucht, daher stehen keine Ergebnisse zur
Verfligung. Fiir die frame-shift-Mutation S166fs stehen ebenfalls keine Daten zur Verfiigung, da

durch die Kato-Arbeitsgruppe nur missense-Mutationen untersucht worden sind.
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Tab. 27: Transaktivierungskapazitéten der identifizierten Mutationen in Hefe (Kato et al. 2003); n.a.: not
analyzed; wt: Wildtyp

Mutation | WAF1 Mdm2 Bax hl1433s AIP1 Gadd45 Noxa p53R2 Transaktivierungs-
klasse
Q144X n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
P152P wt wt wt wt wt wt wt wt wt
G244V 0 0 0 0 0 0 0 0 nicht funktional
M246K 0 0.5 0 0 0 0 0 0 nicht funktional
R248W 0 0 0.7 0 0 0 0 0 nicht funktional
L257V 1.8 0 2.5 11.9 22.8 11.8 21.2 14.1 nicht funktional
R267R wt wt wt wt wt wt wt wt wt
E271K 14.1 24 232 221 23.5 20.5 26.9 38.6 teilweise funktional
K291E 66.6 6.5 66.6 1127 1144 1102 1658 290 funktional

Die p53-Datenbank TP53 Web Site stellt online einen p53 mutation verification test von T.
Soussi und J.M. Rubio-Nevado (2010 R1 Release, Version 2.01) zur Verfiigung, mit der alle
missense- und nonsense-Mutationen der kodierenden Region des p53-Gens ausgewertet werden
konnen. Die Verdnderungen werden als Mutation auf Protein- und cDNA-Ebene ausgegeben.
Die folgende Tabelle beschrinkt sich auf den Mutationsnamen fiir das Protein (Tab. 28). Zusétz-
lich gibt es Informationen zu verdffentlichten Haufigkeiten der Mutationen. Auch diese Daten-
bank erméglicht keine Eingabe von Insertionen, so dass keine Information zur frame-shift-Muta-
tion zur Verfiigung steht.

Die Mutation R248W wird als bekannter Hotspot deklariert, was sich durch die Frequenz von
803 Eintragen widerspiegelt (Tab. 28). Ebenso sind Q144X, G244V und E271K als héufige
Mutationen in der Literatur mit 57, 25 bzw. 45 Eintrdgen beschrieben. Zu seltenen Ereignissen
gehoren P152P, M246K, L257V und R267R. Einzig die Mutation K291E wurde erst zweimal
beschrieben.

Die verbleibenden Aktivititen der verdnderten Proteine unterscheiden sich im Vergleich zum
p53-Wildtyp (Kato et al. 2003). Bei der Mehrheit (Q144X, G244V, M246K, R248W, L257V
und E271K) kommt es durch die Mutation zu einem Verlust der Proteinaktivitét. Lediglich durch
K291E wird die Aktivitdt nicht verandert. Der Test macht keine Aussage zur Aktivititsverdnde-
rung der stillen Mutationen. Da die Aminosduresequenz nicht verdndert wird, ist eher mit indi-
rekten Folgen der Mutationen zu rechnen.

Laut TP53 Web Site handelt es sich bei den identifizierten silent-Mutationen nicht um Poly-
morphismen; die Dateneintridge der JARC TP53 Database fithren P152P und R267R jedoch als
Polymorphismus auf. Ersterer wurde 15-mal publiziert, letzterer 6-mal.

Obwohl die gleiche Studie zugrunde liegt, gibt es im Falle der Mutation E271K Unterschiede
zwischen den Datenbanken mit Blick auf die Interpretation der verbleibenden Proteinaktivitét.
So steht eine verbleibende teilweise Funktionalitidt der JARC TP53 Database einem Verlust der

Funktionalitét laut des Verifikationstests gegeniiber (vgl. Tab. 27).
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Tab. 28: Ergebnistabelle nach dem p33 mutation verification test (2010 R1 Release, Version 2.01)

Probenbezeichnung | Codon Mutationsname Frequenz
949/1956 144 p-Q144X 57 haufig
777/1959 152 p.P152P 15 selten
1160/1955 244 p.G244V 25 héufig
1113/1955 246 p-M246K 12 selten
1160/1955
949/1956
777/1959
461/1953 248 p-R248W 803 Hotspot
746/1951 257 p.L257V 7 selten

7 1356/1935 267 p.R267R 6 selten
1294/1964 271 p.E271K 45 héufig
722/1960 291 p-K291E 2 sehr selten
1234/1964

Substitutionsereignisse werden nach den vom Austausch betroffenen Basen in Transitionen und

Transversionen unterschieden (siche oben). Abhidngig vom Tumortyp sind unterschiedliche Fre-

quenzen fiir die Mutationsereignisse bekannt. Die hier dargestellten Referenzwerte stammen von

der TP53 Web Site und zeigen die genetischen Verdnderungen bei Magenkarzinomen (Soussi et

al. 2006). Auftillig sind die Frequenzunterschiede zwischen rezenten und historischen Tumor-

proben bei G:C zu A:T-Transitionen und A:T zu T:A-Transversionen (Abb. 26). Beide Ereig-

nisse sind hdufiger bei den historischen Proben beobachtet worden. Alle anderen Ereignisse

kommen mit einer vergleichbaren Haufigkeit vor.

0.4

Frequenzvergleich von Mutationsereignissen zwischen
Literaturdaten und eigenen Ergebnissen
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AT—-GC
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GCCG ‘ GCTA ‘ ATCG ‘ AT—TA

Transversion

Mutationsereignisse

‘ frame-shift

Abb. 26: Vergleich von Substitutionsfrequenzen aus der Literatur und historischen Daten.
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7.2.3 Mutationsstatus und histologischer Typ

Ein Zusammenhang zwischen einer p53-Mutation und dem histologischen Typ des Tumorgewe-
bes (diffus vs. intestinal vs. Mischformen zwischen diffusem und intestinalem Krebs vs. Plat-
tenepithelkarzinomen) konnte in den historischen Geweben nicht festgestellt werden (p=0.84).

Es wurde auf einem Signifikanzniveau von 5% getestet.

7.2.4 Typisierungsergebnisse der autosomalen Marker und Amelogenin

Die Analysesysteme Oktaplex (Schilz 2006) und Heptaplex (Pfister 2008, Hollerbuhl 2009)
wurden speziell fiir die Untersuchung von autosomalen STR-Markern und Amelogenin bei
aDNA entwickelt (Kap. 6.8). Auf Probleme und Losungsstrategien fiir die Auswertung von Ty-
pisierungsergebnissen von aDNA wird verzichtet und auf Schilz (2006) verwiesen.

Wie bereits in Kapitel 7.2.1 angedeutet, war der Amplifikationserfolg der autosomalen STR-
Typisierung der Proben aus den verschiedenen medizinhistorischen Sammlungen sehr unter-
schiedlich. Eine Individualisierung jeder Probe war somit nicht moglich. Fiir insgesamt 49% (23
von 47) der Proben konnten vollsténdige genetische Fingerabdriicke generiert werden und sieben
Proben ermoglichten reproduzierbare Ergebnisse in einzelnen Systemen. Die hdufigsten positi-
ven Ergebnisse konnten fiir die kiirzeren Systeme (THO1: 86-102bp, D13S317: 103-131bp,
Amelogenin: 107 und 113bp) ermittelt werden. Damit wird erneut die Annahme bestitigt, dass
die zum Teil unzureichenden Typisierungsergebnisse auf den schlechten DNA-Erhalt bzw. den
Degradierungszustand der Proben zuriickzufiihren sind. Eine Zusammenstellung der einzelnen
Amplifikationen und des Gesamt-Genotyps befindet sich im Anhang (Kap. 13.4).

Abbildung 27 zeigt den heterogenen Amplifikationserfolg von Proben aus Tartu in der Hep-
taplex-Untersuchung. Tumor (T)- und Kontroll (K)-DNA von T430 und Kontroll-DNA von
T432 zeigen ein unvollstindiges Ergebnis, Kontroll-DNA von T432 keines und T434 und T443

ein vollstindiges genetisches Profil.
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Abb. 27: STR-Analyse an Proben aus Tartu.
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Ein Vergleich des gonosomalen Markers Amelogenin mit den bekannten Geschlechtern der Pa-
tienten ergab eine weitgehende Ubereinstimmung, sofern der DNA-Erhalt eine Zuordnung zu-
lieB. Lediglich die zwei Wiener Proben 11807 und 11808 wurden genetisch als ménnlich be-
stimmt, die Kennzeichnung der Proben wies jedoch weibliche Individuen aus (Tab. 3 und 40).

Proben, deren Geschlecht nicht bekannt war, konnten auch genetisch nicht zugeordnet werden.

7.2.5 Messung des DNA-Gehalts

Im Verlauf der Arbeit wurde von einer Auswahl an Proben, die vollstindige Ergebnisse bzw.
einen Amplifikationsausfall zeigten, der DNA-Gehalt in verschiedenen Extrakten quantifiziert.
Insgesamt wurde durch die PicoGreen®-Anwendung eine DNA-Konzentration zwischen
303ng/ul (415/1953) und 1.2ng/ul (15809) gemessen. Die Messungen zeigten aullerdem, dass
die getesteten Proben aus Wien bis auf die Ausnahme 18616 alle eine DNA-Konzentration im
einstelligen Bereich vorwiesen, obwohl eine doppelte Gewebemenge in die Extraktion im Ver-
gleich zu Berliner Proben eingesetzt worden war. Proben aus Berlin zeigten ebenfalls eine Ab-
hiangigkeit des DNA-Gehalts von der eingesetzten Gewebemenge. Fiir die Extraktion aus Paraf-
finschnitten wurden deutlich geringere Gewebemengen verwendet, so dass fast ein zehnfacher
Unterschied entstand (2.8ng/pul aus Paraffinblock und 29ng/ul aus 30mg Gewebe bei Probe
33/1947).

Diese Ergebnisse sind ursidchlich fiir den heterogenen Amplifikationserfolg, der in den unter-

schiedlichen Analysen offensichtlich wurde (Tab. 24).

7.3 ldentifikation von H. pylori

Da positive Nachweise von H. pylori durch das 16S rRNA Gen in den historischen Magenkrebs-
proben mdglich waren, wurden in weiterfilhrenden Analysen weitere Genabschnitte untersucht.
Dazu gehoren die cag PAI und ein Abschnitt des 23S rRNA kodierenden Gens. Im Folgenden

werden die Ergebnisse gemeinsam vorgestellt.

7.3.1 16S rRNA Gen, cag Pathogenititsinsel und 23S rRNA Gen

Die DNA von Tumor- und Kontrollgewebe wurde jeweils separat analysiert. Um als positiver
Nachweis aufgenommen zu werden, musste ein Ergebnis mindestens einmal reproduziert sein.

Proben ohne positiven Karzinomnachweis und die Proben aus Wien, die in keiner Untersuchung
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positive Nachweise generiert hatten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen, so dass von 27
Proben die genannten Genabschnitte untersucht wurden.

Die Tabellen 29 bis 31 zeigen eine Zusammenfassung der jeweiligen Untersuchungen aufge-
trennt nach Gewebetypen fiir jeden Sammlungsstandort. In der letzten Spalte sind die Ergebnisse
der Einzeluntersuchungen zusammengefasst. Die Resultate machen deutlich, dass durch die
Kombination der Analysesysteme H. pylori in einer hoheren Zahl von Proben identifiziert wer-

den konnte.

Tab. 29: Ergebnisse der H. pylori-Untersuchungen bei Proben aus Berlin. Die Legende gilt fiir alle fol-

genden Tabellen: +: positiver Nachweis; -: kein Nachweis
Berlin 16S rRNA Gen cag PAI 23S rRNA Gen X H. pylori
Probenbezeichnung | Tumor Kontrolle | Tumor Kontrolle | Tumor Kontrolle | Tumor/Kontrolle
33/1947 + - - - - - +/-
746/1951 - - - - - + -+
176/1952 + - - + + + +/+
415/1953 + - + + + + +/+
461/1953 + + + + + + +/+
29/1955 + + - + + + +/+
734/1955 - - - - - - -/-
1113/1955 - - - + + + +/+
1160/1955 + + - - + + +/+
949/1956 + + - + + + +/+
777/1959 - + - - + + +/+
722/1960 + + - + + + +/+
741/1963 + + - - + + +/+
1234/1964 - - - + + - +/+
1294/1964 - - - - - - -/-
> 15 9 7 2 8 11 11 12/12

Die eingesetzte Proben-DNA erreichte bei der Analyse des 16S-Genabschnitts durch die Real-
Time PCR die Nachweisgrenze (rot) bei 36 bis 59 Zyklen. Ein friiheres Erreichen der Nachweis-
grenze konnte bei Extrakten beobachtet werden, die in einem geringeren Volumen eluiert wor-
den waren (Kap. 6.5). Abbildung 28 zeigt am Beispiel der Probe 722/1960 eine Analyse mit 40
Zyklen. Da jede Probe duplex amplifiziert wurde, sind rechter Hand zwei Banden fiir die Kon-
troll-DNA zu sehen. Der obere Extrakt (722/1960 K u2) erreichte bei 36 Zyklen die Nachweis-
grenze, der untere (722/1960 T t) bei 39. Beide Tumor-Extrakte blieben unterhalb der Nachweis-

grenze (links).



Analyseergebnisse 79

Amplification Plot ||

1.000 B+

1.000 722/1960 K u2

1.000 E1
& 1 00 82 722/1960 T t
- 722/1960 K u2
-
N I~

1.000 B3 \

1.000 B4

1.000 E-5

F] [
] ] 10 15 20 25 30 jel] 40

Cycle

Abb. 28: Bildschirmkopie des H. pylori-Nachweises bei Probe 722/1960 mit der Software SDS 2.1
(Applied Biosystems). K: Kontroll-DNA; T: Tumor-DNA; t bzw. u2 geben die Extraktnummern an.

Keine Probe aus Tartu hatte ein positives Signal in der Real-Time PCR (Tab. 30), daher be-
schrinkte sich der Nachweis von H. pylori auf die Ergebnisse der cag PAI und des 23S rRNA
Gens. Die Ergebnisse fiir Proben aus Ziirich sind in Tabelle 31 aufgefiihrt.

Tab. 30: Eriebnisse der Analisesisteme an Proben aus Tartu

430 - - - - - - -/-
432 - - - - - - -/-
434 - - + + + - +/+
443 - - + + + + +/+
444 - - - + - + -/+
449 - - - - - - -/-
455 - - - - - - -/-
456 - - + + + + +/+
593 - - - - - - -/-
>9 0 0 3 4 3 3 3/4
Tab. 31: Eriebnisse der H. iilori—Analisen an Proben aus Ziirich
774/1930 + + + - + + +/+
1356/1935 - - - - - - -/-
8454/1951 - + - - - - -/
>3 1 2 1 0 1 1 1/2

Tabelle 32 fasst die Ergebnisse der H. pylori-Nachweise durch die Genabschnitte der 16S rRNA
und 23S rRNA und der cag PAI zusammen. Die Ergebnisse zeigen, dass bei der Mehrheit der

Proben entweder in beiden Gewebetypen oder in keinem das Magenbakterium nachgewiesen
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werden konnte. Nur eine Probe war H. pylori-positiv im Tumor, jedoch negativ im Kontrollge-
webe. Drei Proben waren hingegen im Tumor H. pylori-negativ, jedoch positiv im Kontrollge-

webe.

Tab. 32: Zusammenfassende Darstellung der H. pylori-Analysen an Proben aus Berlin, Tartu und Ziirich
durch 16S rRNA Gen, cag PAI und 23S rRNA Gen

vollstdndig | Tumor positiv Tumor negativ | vollstédndig
positiv. | Kontrolle negativ | Kontrolle positiv | negativ
15 1 3 8

Eine Einzelauswertung der drei Analysesysteme ergab, dass das 16S rRNA Gen zehn- (Tumor)
bzw. neunmal (Kontrolle), die cag PAI sechs- (Tumor) bzw. zwdlfmal (Kontrolle) und das 23S
rRNA Gen 15- (Tumor) bzw. 15-mal (Kontrolle) detektiert werden konnte (Tab. 33). Nur die
cag-Untersuchung weist eine deutliche Differenz der Nachweise zwischen Tumor- und Kontroll-

DNA auf.

Tab. 33: Einzelergebnisse der Analysesysteme 16S rRNA, cag PAI und 23S rRNA

16S rRNA Gen cag PAI 23S rRNA Gen
Tumor/Kontrolle | Tumor/Kontrolle | Tumor/Kontrolle
2 10/9 X 6/12 X 15/15

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass in 70,4% (19/27) der Magenkarzinompatienten H.

pylori-Gene nachgewiesen werden konnten. Davon sind 44% (12/27) Triger der cag PAIL

23S rRNA Gen

Bei 17 von 27 Proben konnte das 115bp lange Fragment des 23S rRNA Gens amplifiziert und
die Sequenzpositionen 2142 und 2143 untersucht werden. Alle Proben hatten Wildtypallele fiir
diese zwei Positionen (Abb. 15 in Kap. 6.9.4).

Die Analyseergebnisse zeigen, dass bakterielle H. pylori-DNA verschiedener Genabschnitte in

den histopathologischen Proben nachgewiesen werden konnte.

7.3.2 H. pylori-Infektion und histologischer Karzinomtyp

Die statistische Auswertung ergab, dass keine Assoziation zwischen einer H. pylori-Infektion
und dem histologischen Magenkarzinomtyp nachgewiesen werden konnte (p=0.84). Die An-
bzw. Abwesenheit von H. pylori wurde gegen den diffusen und intestinalen Typ, Mischformen

zwischen diffusem und intestinalem Magenkarzinom und Plattenepithelkarzinomen mit dem
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Fisher-Exact-Test getestet. Es wurde auf einem Signifikanzniveau von 5% getestet. Dazu wurde

die frei zugéngliche Internetseite der SOCR Analyses verwendet (sieche Kap. 7.4, Tab. 35).

7.4 p53-Mutationen und H. pylori-Infektion

Tabelle 34 zeigt die kombinierten Ergebnisse der p53- und H. pylori-Untersuchungen. Proben,
die Mutationen im p53-Gen aufweisen, werden mit Namen aufgefiihrt. Insgesamt sind 73%
(8/11) Proben mit p53-Mutation positiv fiir H. pylori und drei negativ getestet worden. Auler-
dem wurden in 63% (5/8) der Proben, die positiv auf H. pylori und die cag PAI getestet wurden,
Mutationen in p53 identifiziert.

Elf Proben ohne Mutation wurden als H. pylori-positiv und fiinf Proben als H. pylori-negativ

identifiziert.

Tab. 34: Zusammenfassung der p53- und H. pylori-Analyseergebnisse

Sammlung Probe p53-Mutation H. pylori cag PAI
746/1951 L257V + -
461/1953 R248W + +
Berlin 1113/1955 M246K + +
1160/1955 G244V + -
M246K
949/1956 Q144X + +
M246K
777/1959 P152P + -
M246K
722/1960 K291E + +
1234/1964 K291E + +
1294/1964 E271K - -
Tartu Ta 430 S166fs - -
Ziirich | Z1356/1935 R267R - -

Um die Eingangshypothese, dass Patienten mit einer H. pylori-Infektion hiufiger p53-Mutatio-
nen aufweisen, zu testen, wurde der Fisher-Exact-Test verwendet. Wie die nachstehende Tabelle
verdeutlicht, wurden eine, zwei oder keine p53-Mutation gegen den Nachweis von H. pylori in
den verschiedenen Gewebetypen getestet. ,,H. pylori Ja* bedeutet, dass ein Nachweis in beiden
Gewebetypen moglich war. ,,H. pylori nur Tumor* bedeutet, dass die Bakterien nur im Tumor-
gewebe und nicht im Kontrollgewebe nachgewiesen werden konnten. Die Analyse ergab ein
signifikantes Ergebnis von p=0.019. Es wurde wiederum auf einem Signifikanzniveau von 5%

getestet.
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Tab. 35: Eingabemaske auf www.socr.ucla.edu/htmls/ana/FishersExactTest Analysis.html

H. pylori H. pylori H. pylori H. pylori
Ja nur Tumor nur Kontrolle Nein >
Mutation Ja 1 4 0 1 3 8
Mutation Ja 2 3 0 0 0 3
Mutation Nein 8 1 2 5 16
> 15 1 3 8 27

Dass Patienten, die mit cag-positiven H. pylori-Stimmen infiziert sind, hdufiger p53-Mutationen

bei Magenkarzinompatienten verursachen, konnte nicht bestétigt werden (p=0.96).
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7.5 Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Analyse organischer Bestandteile der historischen Konservierungsmittel erfolgte in einem
ersten Schritt durch GC/MS. Die vorhandenen vierzehn Fliissigkeits- und drei Vergleichsproben
wurden einzeln untersucht und die Messergebnisse mit einer Spektrenbibliothek (NIST) vergli-

chen.

Abbildung 29 zeigt ein Chromatogramm, welches die Ergebnisse der GC/MS-Analyse fiir die
untersuchte Probe aus Tartu abbildet. Die Hohe eines Peaks im Chromatogramm stellt ein Maf3
fiir die Menge der Komponenten (y-Achse in %) dar, wihrend die Rententionszeit (x-Achse in
min) substanzspezifisch ist. So wurde beispielsweise ein Signal nach 1.72min mit einer relativen
Intensitét (relative abundance) von 68% detektiert und im Vergleich mit der Massenspektren-

bibliothek Formaldehyd zugeordnet. Bei Formaldehyd handelt es sich um das Gas der Forma-

linlosung.
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Abb. 29: Chromatogramm der GC/MS-Analyse fiir die Fliissigkeitsprobe aus Tartu.

Formaldehyd und Ethanol sind Hauptbestandteile der Konservierungsfliissigkeiten. Die Proben
unterscheiden sich jedoch in der Ausprdgung der Hauptkomponenten und in den zusitzlichen

Beimischungen bzw. Reaktionsprodukten (Tab. 36). Dabei sind Unterschiede zwischen den



Analyseergebnisse 84

Sammlungen erkennbar. Die untersuchten Fliissigkeiten von Berliner Proben sind dadurch ge-
kennzeichnet, dass ihre Hauptkomponente Ethanol ist und kein Formaldehyd nachzuweisen war.
Probe 176/1952 enthélt auBerdem Ethylacetat, welches auch in einer der neun Proben aus Ziirich
enthalten ist. Insgesamt enthilt nur die Hélfte der Proben Formaldehyd. AuBlerdem fallt auf, dass
Formaldehyd und Ethanol nur bei Probe 15582 aus Wien gemeinsam nachgewiesen werden
konnten.

Auftillig ist weiterhin, dass bei fast allen Proben Campher die bzw. eine der Hauptkomponenten
ist. Ausnahmen bilden lediglich die Proben 176/1952 und 1234/1964 aus Berlin, bei denen kein
Campher nachzuweisen ist.

Etwa die Hélfte der Fliissigkeiten enthédlt Methanol und/oder Essigsdure bzw. deren Derivate, die
durch Zerfallsprozesse entstanden sind.

Ferner konnte in vier Proben, drei aus Ziirich und eine aus Tartu, Pentan nachgewiesen werden.

Tab. 36: Tabellarische Auflistung der GC/MS-Ergebnisse fiir jede untersuchte Fliissigkeitsprobe. Die
Wiener Proben wurden nur in Vortests untersucht, da es sich nicht um Magenkarzinome handelt

Probe Formaldehyd Ethanol Methanol Campher Essigsdure/ Pentan
-Derivate

Wien 15582

+

J’_

J’_
6295 + - +

Ziirich 322-145/1906 -

+

1094 + - -

2 -

774/1930 - - -

1356/1935

1

A EE E E B B
]

+ - +
8454/1951 + - +
13901/1958 + +

Berlin 176/1952 -

949/1956 -

+ [+ |+
+ |

1234/1964 -

J’_
1
+

Tartu Tartu + - +

Die direkte Analyse von Pikrinsdure in den Konservierungsmitteln mittels Elektrospray-Mas-

senspektrometrie ergab keine positiven Nachweise.
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8 Auswertung der Analyseergebnisse

8.1 Histologische Begutachtung

Die Kurzberichte der Autopsien beschrianken sich in den meisten Fillen auf eine Beschreibung
der mit blofem Auge sichtbaren Strukturen und Formen (Tab. 1 bis 4). Die heutige mikrosko-
pische bzw. histologische Untersuchung der Pathologen ermoglicht eine differenziertere dia-
gnostische Aussage (Tab. 20-23). Bemerkenswert ist dennoch die hohe Genauigkeit der alten

Beurteilungen.

Die Untersuchung zeigte, dass entgegen der pathologischen Beschreibung bei der Sektion nicht
alle Proben Tumorgewebe enthielten. So sollte es sich bei Probe 322/1906 aus Ziirich um ein
,Carcinoma ventriculi“ handeln, jedoch konnte dieses auch durch Beprobung verschiedener
Stellen nicht verifiziert werden. Stattdessen handelt es sich um eine Entziindung des Gewebes
mit intestinaler Metaplasie, einer potentiellen Krebsvorstufe und Hyperplasie (siehe Glossar,
Kap. 14). Insgesamt wurden vier Proben ohne Tumorzellen identifiziert.

Die Diskrepanz zur makroskopischen Beurteilung ,,Krebs* kann verschiedene Ursachen haben.
Moglicherweise lag ein chronisches Ulcus vor und einhergehend damit eine falsche historische
Diagnose. Denkbar ist aber auch, dass die rezente Probenentnahme nicht représentativ fiir den

,, Tumor* war.

Erwartungsgemill waren viele der historischen Gewebe autolytisch verdndert, so dass nicht bei
jeder Probe eine eindeutige histologische Auswertung und genetische Typisierung mdglich war.
Die Zerstorung des Gewebes durch zelleigene Abbauprozesse beeintrachtigte besonders die Be-

arbeitung des Wiener Materials (Kap. 9.1).

8.2 Molekulargenetische Untersuchungen

8.2.1 Tumorsuppressorgen p53

In der vorliegenden Untersuchung konnten bei 52% der analysefdhigen Proben Mutationen im
p53-Gen identifiziert werden. Damit liegt die Mutationsrate der historischen Magenkarzinome
fiir p53 iiber dem heutigen Durchschnitt von etwa 30%.

Insgesamt wurden zehn Mutationen identifiziert, bei denen es sich um missense-Ereignisse han-

delt. Bei zwei Mutationen handelt es sich um silent- und bei jeweils einer um nonsense- bzw.
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frame-shift-Mutationen. In der Literatur sind fiir Magenkarzinome 84% missense- und 7% bzw.
9% nonsense- und frame-shift-Mutationen beschrieben (Hjortsberg et al. 2008). Diese Verteilung
konnte in dhnlicher Weise (71%, 7% bzw. 7%) auch in den alten Proben bestétigt werden. Das
haufigere Auftreten von missense-Mutationen wird damit erklart, dass diese Art der Verdanderun-

gen das p53-Protein stabilisiert, was fiir den Tumor Vorteile bedeutet (Soussi & Béroud 2001).

Die Auswertung der Sequenzen zeigte, dass sowohl hetero- als auch homozygote Auspragungen
der Mutationen moglich sind. Fiir homozygote Realisierungen sind zwei Ursachen denkbar.
Erstens, dass tatsdchlich beide Allele durch Mutationen verdndert sind und zweitens, der wahr-
scheinlichere Fall in Tumoren, dass es zu einem Verlust der Heterozygotie kam und nur ein Allel
mit Mutation vorhanden ist. Da es sich bei der Mehrheit der Ereignisse um heterozygote Reali-

sierungen handelt, wurden in dieser Arbeit keine Heterozygotieverluste untersucht.

Zwei Mutationen (P152P und R248W) befinden sich an CpG-Inseln, das entspricht 14%. In der
Literatur wird bei Magenkarzinomen von 14 bis 75% Mutationen an CpG-Inseln berichtet
(Renault et al. 1993, Hongyo et al. 1995). Es kann nur spekuliert werden, ob diese Mutationen
durch die hohere Mutationswahrscheinlichkeit an CpG-Inseln, duflere Einfliisse oder spontane

Mutationen verursacht worden sind. Denkbar ist auch eine Kombination der Faktoren.

Das Codon Usage spielt eine Rolle in der Proteinbiosynthese. Selten verwendete Codons kénnen
die Translationsgeschwindigkeit reduzieren, wéhrend héufig genutzte sie beschleunigen. Die
Berechnung ist nur bei Punktmutationen, die Auswirkungen auf Aminoséuren haben, sinnvoll.
Bei der Entstehung eines Stoppcodons oder einer frame-shifi-Mutation sind die Auswirkungen
fiir die Proteinsynthese so tiefgreifend, dass eine Geschwindigkeitsberechnung tiberfliissig wird.
Eine verlangsamte Translation gegeniiber dem Wildtyp ist durch die Mutationen G244V, L257V,
E271K und R267R zu erwarten. Kaum Veridnderungen zeigt die Mutation R248W. Eine Zu-
nahme der Translationsbeschleunigung ist bei P152P, M246K und K291E zu erwarten.

Um den Einfluss der Mutationen auf ihre Funktionalitit im p53-Netzwerk einschédtzen zu kon-
nen, wurden die Transaktivierungskapazititen in verschiedenen Promotoren untersucht (Kato et
al. 2003). Man nimmt an, dass das Optimum durch den Wildtypzustand der Gene zur Verfligung
gestellt wird und jede Abweichung Auswirkungen auf die nachfolgenden Prozesse hat (Levine et
al. 1991, Thor et al. 1992).

Es zeigt sich, dass viele Transaktivierungskapazititen durch die Mutationen veridndert werden.

Vier Ereignisse werden als nicht funktional eingestuft (Tab. 27). Das bedeutet, dass in Folge der
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Mutationen G244V, M246K, R248W und L257V die untersuchten Promotoren keine Aktivitit
aufwiesen und daher das Zielgen nicht abgelesen werden konnte. Fiir die Abldufe in der Zelle
bedeutet das, dass auf die Information einer Schidigung nicht reagiert werden konnte und sich
Fehler manifestieren konnten, die langfristig ausschlaggebend fiir die Karzinogenese waren.

Die Mutation E271K hinterlésst eine teilweise Funktionalitit, so dass die Promotoren nicht voll-
standig aktiviert werden konnen. Zusétzlich zum verdnderten Aktivierungspotential hat diese
missense-Mutation einen Einfluss auf die Proteinstabilitit, da sie sich in Exon 8 am 3’-Ende ei-
ner splice site befindet. Durch die Mutation entsteht statt GA an Position 14480 AA, so dass die
Erkennungssequenz fiir das Spleilen verdndert wurde und die Spaltung des Strangs nicht vorge-
nommen werden kann (Tariverdian & Buselmaier 2004). Folgen konnen sein, dass nicht das
ganze Exon in die reife RNA iibernommen werden kann oder Exonsequenzen ausgeschlossen
werden. Diese Mutation hatte daher trotz verbleibender Funktionalitit einen gravierenden Ein-
fluss auf die Entstehung der mRNA.

Die Mutation K291E erhélt die Funktionalitdt des Wildtyp-Proteins. Bei einigen Promotoren
kommt es sogar zu einer Zunahme der Transaktivierungskapazititen bis zu 290% (Tab. 27).
Diese Zunahme der Funktionstahigkeit (gain-of-function) stellt ein Charakteristikum der Tumor-
genese dar, indem es den Tumorzellen einen Wachstumsvorteil gegeniiber den Wildtypzellen

verschafft.

Die Mutation R248W ist ein bekannter Hotspot bei rezentem Tumormaterial. Es handelt sich um
eine DNA-Kontaktmutation, d.h. die DNA-Bindeeigenschaft von p53 wird verdndert, die Kon-
formation des Proteins bleibt aber weitgehend erhalten (Sigal & Rotter 2000). Es wurde festge-
stellt, dass es keine p53-abhdngige Expression des p21-Proteins mehr gab, woraus auf einen
Verlust der Transaktivierungsfahigkeit des Wildtyp-Proteins geschlussfolgert wurde. Weitere
Analysen am mRNA-Level anderer p53-Targetgene stellten die reduzierte Genexpression eben-
falls fest (Song et al. 2007). Zusammen mit den Mutationen R273H und R175H tragt R248W
heute zu 15% aller p53-Mutationen bei (Liu et al. 2010).

Die Untersuchung von R248W zeigte weiterhin, dass die p53-abhingige Tumorsuppressorakti-
vitdt nicht nur verloren ging, sondern onkogene Aktivitdten hinzukamen (Song et al. 2007). Das
Tumorspektrum von R248W-Mutanten iiberstieg sogar das von p53™ knock-out-Méusen.

Die Mutation R248W in Probe 461/1953 stellt damit ein gravierendes Ereignis fiir die p53-

Funktion in den Tumorzellen dar.

Bei zwei Mutationen handelt es sich um silent-Mutationen. Ein direkter Wachstumsvorteil dieser

Tumorzellen gegeniiber Wildtypzellen ist in diesen Fillen unwahrscheinlich und keine dieser
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Mutationen befindet sich an einer splice site. In der Funktionalititsanalyse von Kato et al. (2003)
fielen etwa 16% der Mutationen auf, die bereits mindestens einmal in Tumoren identifiziert wor-
den waren, obwohl sie ihre Wildtyp-Aktivitit behalten hatten. Dafiir gibt es mehrere mogliche
Erkldrungen. Die wahrscheinlichste ist, dass die Mutationen funktionell keine Auswirkungen
haben und nur zufillig wihrend der klonalen Selektion der Tumorzellen vermehrt worden sind.
Es wiirde sich bei diesen Mutationen daher um passenger mutations handeln. Das konnte be-
deuten, dass z.T. mehrere Mutationen notwendig sind, um die Transaktivitit von p53 zu inakti-
vieren, da die meisten Mutationen nur eine geringe Reduktion der p53-Transaktivitit zur Folge
haben (Ashcroft et al. 1999). Als zweite Moglichkeit konnte eine geringe Tumorsuppressions-
wirkung, die unabhéngig von der Transaktivitét ist, zuriickbleiben und durch silen-Mutanten
unterbrochen werden. Drittens kdnnte es downstream Gene geben, die bisher nicht untersucht

worden sind und die nicht durch die Mutanten transaktiviert werden kénnen (Kato et al. 2003).

Die beiden Datenbanken JARC TP53 Database und TP53 Web Site, mit denen die identifizierten
Mutationen verglichen wurden, generieren nicht bei allen Eingaben identische Ergebnisse. So
werden die zwei silent-Mutationen von IARC TP53 Database als Polymorphismen beschrieben.
Da beide Verdanderungen jedoch nur in Tumor-DNA vorkommen, wurden sie in der Auswertung
als Mutationen behandelt, auch wenn die Basenverdnderung wahrscheinlich keine veridnderten
(Trans-) Aktivitaten zur Folge hatten. Des Weiteren fallt auf, dass die Angaben zur Aktivitétsin-
derung durch die Mutation E271K voneinander abweichen, obwohl dieselbe Studie von Kato et
al. (2003) als Grundlage fiir die Angaben diente. Einer verbleibenden teilweisen Funktionalitét
laut der IJARC TP53 Database steht ein Funktionsverlust laut der 7P53 Web Site gegeniiber.

Geringe Abweichungen werden auBlerdem fiir die Haufigkeiten der Mutationsereignisse ange-
geben, die sich jedoch mit unterschiedlichen Kriterien zur Aufnahme von Ergebnissen in die

Datenbanken erklaren lassen.

Der Substitutionsvergleich zwischen den generierten Daten zeigt Unterschiede bei der Héufig-
keit von G:C zu A:T-Transitionen und A:T zu T:A-Transversionen (Abb. 26).

G:C zu A:T-Transitionen wurden bei fiinf Mutationen (Q144X, P152P, R248W, R267R und
E271K) identifiziert. Diese Verdnderungen konnen durch Stickoxide induziert werden, die z.B.
wihrend einer Infektion mit H. pylori produziert werden (Wink et al. 1991, Nguyen et al. 1992).
Beide Proben, in denen C zu T-Mutationen detektiert wurden, waren nachweislich mit dem Ma-
genbakterium infiziert (Tab. 25). Fiir die Mutation R248W konnte in vitro gezeigt werden, dass

diese durch reaktive Sauerstoffspezies und Stickoxid-freisetzende Komponenten hervorgerufen
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werden kann (Souici et al. 2000). Dass H. pylori diese Mutation bei Probe 461/1953 hervorgeru-
fen hat, ist daher wahrscheinlich.

Von den drei Proben mit G zu A-Mutationen war hingegen nur eine positiv fiir H. pylori. Wie
die beiden H. pylori-negativen Proben zeigen, miissen andere Einfliisse jedoch ebenso in Be-
tracht gezogen werden. G:C zu A:T-Transitionen gehdren auflerdem zu hdufigen Verdnderungen,
die durch Komponenten des Zigarettenrauchs (Strauss 1991, Lea et al. 2007) oder durch N-
nitroso Komponenten aus der Nahrung induziert werden (Sugimura et al. 1971). Eine epi-
demiologische Untersuchung von Erndhrungsgewohnheiten um Florenz bestétigte ebenfalls den
Zusammenhang zwischen Magenkrebsrisiko und einer erhohten Nitrit- und Proteinaufnahme
(Buiatti et al. 1990). Beides konnte durch den Beitrag von N-nitroso-Karzinogenen zur

intragastralen Bildung erklart werden (Correa 1992).

A:T zu T:A-Transversionen sind heute seltene Ereignisse, sie machen nur 5% der Mutationen
aller Krebserkrankungen aus (Petitjean et al. 2007) und wurden bisher am héiufigsten bei
Kehlkoptkrebs und in Lungenepithelzellen von Mausen beschrieben. Dieser Mutationstyp wurde
jedoch an Codon 246 bei vier verschiedenen historischen Proben identifiziert, das entspricht 29%
der Mutationen. Ein Zusammenhang der Verdnderungen mit Bestandteilen aus dem Zigaretten-
rauch wie polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (Zhang et al. 1994) ist
unwahrscheinlich, da diese iiblicherweise G:C zu A:T-Transitionen bewirken (Strauss 1991). Es
wird diskutiert, ob Industrierufl durch reaktive Sauerstoffformen einen oxidativen Schaden an
der DNA hervorruft und so diese Verdnderung beglinstigt (Jacobsen et al. 2010). Ein weiterer
potentieller exogener Einfluss ist Vinyl, welches in der Plastikindustrie verwendet wird, um PVC
herzustellen (Creech Jr & Johnson 1974). Die aufgefiihrten Beispiele verdeutlichen, dass exo-
gene Einflussfaktoren fiir A:T zu T:A-Transversionen am wahrscheinlichsten sind.

Die Frequenz der weiteren detektierten Transitionen, Transversionen und frame-shift-Mutationen

von frither und heute sind vergleichbar.

Neben den genannten potentiellen exogenen Einflussfaktoren, welche die Mutationen hervorge-

rufen haben kénnen, miissen spontane Mutationen ebenfalls in Betracht gezogen werden.

8.2.2 Héufigkeit der identifizierten Mutationen im Vergleich zu rezenten Daten

Die Ergebnisse zeigen eine Kombination aus heute sehr hidufigen Mutationen in Form des
Hotspots 248, drei hdufigen und fiinf seltenen Mutationsereignissen. Die folgende Tabelle (Tab.
37) vergleicht die Haufigkeiten der detektierten Mutationen mit Daten aus der Literatur. Spalte



Auswertung der Analyseergebnisse 90

zwei gibt die Frequenzen der Mutationen in absoluten Zahlen fiir alle Tumorarten an, Spalte drei
die Frequenzen von Magenkrebs. Als letztes werden die Héaufigkeiten fiir die in dieser Arbeit an

historischem Gewebe generierten Daten wiedergegeben.

Tab. 37: Frequenzvergleich der Mutationen in absoluten Zahlen

Mutation Literatur alte Proben
gesamt Magenkrebs
Q144X 57 1 1
P152P 15 2 1
S166fsX180 - - 1
G244V 25 2 1
M246K 12 - 4
R248W 803 29 1
L257V 7 - 1
R267R 6 - 1
E271K 45 - 1
K291E 2 - 2

Da das Mutationsereignis M246K in dieser Arbeit bei vier verschiedenen Proben detektiert
wurde (Tab 37), kann die Mutation als Hotspot der historischen Proben bezeichnet werden.
Diese Art der Verdnderung ist laut der 7P53 Web Site fiir Magenkarzinome bisher nicht be-
schrieben, jedoch insgesamt zwolfmal u.a. fiir Gliome (Jafri et al. 2003, Yusoff et al. 2004),
Astrozytome (Hunter et al. 1993), Lungenkrebs (Takeshima et al. 1993, Husgafvel-Pursiainen et
al. 2000) und Burkitt’s Lymphome (Wilda et al. 2004). Die zweithdufigste Mutation in dieser
Arbeit, die ebenfalls nicht von rezenten Magenkrebspatienten bekannt ist, ist mit zwei Detektio-
nen K291E. In der Literatur ist diese Mutation bei Lungenkrebs (de Anta et al. 1997) und Cho-
langiokarzinomen (Kamikawa et al. 1999) beschrieben. Alle anderen Mutationen wurden jeweils
einmal identifiziert, unterscheiden sich jedoch in ihren allgemeinen Frequenzen und ihren Hiu-
figkeiten bei Magenkrebs. Auffillig ist, dass die rezente Hotspot-Mutation R248W, welche die
zweithdufigste Veranderung bei Magenkarzinomen darstellt (Fenoglio-Preiser et al. 2003), nur
einmal detektiert wurde. Die weiteren rezenten Hotspot-Codons 175, 273, 282, 245 und 213 wa-

ren in dieser Untersuchung nicht von Verdnderungen betroffen.

8.2.3 Autosomale STRs und Amelogenin

Die Authentizitdt und Individualitét jeder Probe wurde dadurch gewéhrleistet, dass jede Probe zu
Beginn und zum Abschluss der Untersuchungen durch genetische Fingerabdriicke typisiert
wurde. Die zweite Analyse zeigte keine Abweichungen zum urspriinglichen Ergebnis, so dass

Kontaminationen im Bearbeitungszeitraum ausgeschlossen werden konnen. So konnten fiir fast
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die Hilfte der Proben vollstindige genetische Typisierungen durchgefiihrt und die Proben damit
individualisiert werden.

Diskrepanzen zwischen dem bekannten Geschlecht und den Analyseergebnissen des gonosoma-
len Markers Amelogenin wurden bei zwei Wiener Proben festgestellt. Einerseits kann nicht aus-
geschlossen werden, dass es sich um eine falsche Beschriftung der Probengefdf3e nach der Pré-
paration handelt, andererseits kann eine Kontamination wéhrend der Probennahme durch den
Praparator nicht ausgeschlossen werden. Das Risiko einer Kontamination mit moderner DNA
wurde durch Abtragen der Oberfliche der Gewebeprobe vor der Extraktion reduziert. Gegen eine
Kontamination spricht, dass die Ergebnisse der einzelnen Loci nicht in jedem Fall reproduzierbar
waren. Da beide Proben jedoch keine ausreichende DNA-Erhaltung aufwiesen, um vollstidndige
Fragmente bei der Analyse des Tumorsuppressorgens zu amplifizieren, konnen durch den poten-

tiellen Eintrag fremder DNA keine Endergebnisse verfalscht worden sein.

8.2.4 Messung des DNA-Gehalts

Die Messergebnisse der quantitativen DNA-Bestimmung stimmten mit den Erwartungen nach
verschiedenen Test-PCRs {iiberein. Proben mit vollstindigen Amplifikationsergebnissen wiesen
zwei- bis dreistellige DNA-Konzentrationen in ng/ul auf. AuBlerdem bestétigten die Ergebnisse,
dass in jeder Probe trotz dhnlicher Lagerung unterschiedliche DNA-Mengen verfiigbar waren.
Diese Differenzen sind wahrscheinlich auf die unterschiedliche Probenbehandlung zuriickzufiih-
ren.

Auftillig war die Tatsache, dass bei Wiederholung der Messung zu einem spéteren Zeitpunkt aus
demselben Extrakt beim zweiten Mal bis zu 60ng/ul geringere Werte ermittelt wurden. Auch
dieses Ergebnis entspricht empirischen Erfahrungen, dass der DNA-Extrakt direkt nach der Ex-
traktion einen hoheren Amplifikationserfolg erzielt als nach mehrmaligem Auftauen und Einfrie-

ren.

8.2.5 Lebensalter des Patienten, Mutationsstatus und histologischer Typ

In der Literatur wird von Unterschieden im Alter der Magenkrebspatienten beziiglich des histo-
logischen Karzinomtyps berichtet. Bei den unter 60jdhrigen werden nur diffuse Typen diagnosti-
ziert, bei Alteren ist das intestinale Magenkarzinom hingegen die hiufigste Erkrankung. Eine
Erkldrung des altersabhidngigen Phinomens ist der Riickgang der chronischen Gastritis, welche
mit dem Riickgang der H. pylori-Gastritis in Verbindung gebracht wird (Laurén & Nevalainen

1993). Eine weitere Erkldarung der Reduktion der intestinalen Erkrankungen sind Verdnderungen
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in Umwelt und Erndhrung, die einen Einfluss auf die Karzinomentstehung haben (Kap. 1.2.2,
Kountouras et al. 2005).

Das Individualalter der Patienten des verwendeten Gewebes ist in vielen Fillen bekannt. Eine
statistische Auswertung in Bezug auf die histologische Diagnose ist aufgrund der geringen
Stichprobenzahl und der eingangs genannten Kriterien zur Probenauswahl nicht sinnvoll. Den-
noch ist erkennbar, dass die Mischform von intestinalen und diffusen Adenokarzinomen eher bei
Menschen jlingeren Alters aufgetreten ist. Das Durchschnittsalter betrug hier 51 Jahre, bei his-

tologisch reinen intestinalen bzw. diffusen Formen betrug das Alter 69 Jahre.

Maesawa und Kollegen (1995) berichten von 0-21% p53-Mutationen in diffusem und 36-43% in
intestinalem Magenkrebs. Eine dhnliche prozentuale Verteilung zeigten die historischen Proben
mit 18% Mutationen in diffusem und 43% in intestinalem Magenkrebs. Ein statistisch abgesi-
cherter Zusammenhang zwischen einer p53-Mutation und dem histologischen Typ der Magen-
karzinome konnte durch die Analyse der historischen Proben jedoch nicht festgestellt werden.
Moglicherweise liegt die Ursache in der geringen Stichprobengrdf3e, die fiir die Auswertung zur

Verfligung stand.

8.3 Identifikation von H. pylori

In historischem Knochenmaterial konnten bereits erfolgreich Krankheitserreger fiir Lepra (Rafi
et al. 1994) und Tuberkulose (Dixon & Roberts 2001, Zink et al. 2005) nachgewiesen werden.
Ebenso war ein Nachweis von H. pylori in 3000 Jahre alten mexikanischen Mumien moglich
(Castillo-Rojas et al. 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass H. pylori auch
in historisch fixiertem Feuchtgewebe nachgewiesen werden kann.

Proben, aus denen in vorhergehenden Untersuchungen durch autosomale STRs und p53 keine
Ergebnisse generiert werden konnten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Es hitte zu
einer Verfilschung der Ergebnisse kommen kdnnen, wenn Proben als H. pylori-negativ dekla-
riert wiirden, der DNA-Erhalt von vornherein jedoch keine erfolgreiche Amplifikation zulief3e.
Eine Kombination der Ergebnisse aller untersuchten Marker ist moglich, obwohl nur die 16S-
und 23S rRNA-kodierenden Gene in allen H. pylori-Stimmen konserviert sind. Aus der positi-
ven Amplifikation der cag PAI kann somit auf das Vorhandensein der beiden anderen Gene ge-
schlossen werden.

Die Zusammenfassung der Analysen an den Genen der 16S rRNA und 23S rRNA sowie der cag

PAI stellt die Ergebnisse in vier Kategorien dar. Das Magengewebe war entweder H. pylori-po-
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sitiv bzw. -negativ oder die Bakterien konnten nur in Tumor- bzw. Kontrollgewebe nachgewie-
sen werden. Grundsitzlich ist es allerdings unwahrscheinlich, dass nur ein Gewebetyp infiziert
ist, man kann daher davon ausgehen, dass die vier Proben mit einem Nachweis in nur einem
Gewebe den positiven zugeordnet werden konnen. Die fehlgeschlagene Identifikation kann im
Falle der drei Tumor-negativ/Kontrolle-positiven Proben z.B. damit erklart werden, dass die Be-
dingungen des Tumorgewebes nicht dem optimalen Milieu fiir H. pylori entsprachen und die
Erreger sich in das gesunde Gewebe zuriickgezogen haben. Damit reduzieren sich die Kategorien
auf H. pylori-positiv und -negativ mit 19 respektive 8 Proben. Insgesamt konnten daher in 70%
der Magenproben H. pylori nachgewiesen werden.

Die ermittelte Anzahl der H. pylori-positiven bzw. -negativen Proben stellt &hnlich wie die p53-
Mutationen nur einen Richtwert dar. Erstens ist H. pylori im Magen nicht gleichmiBig verteilt
(Scholte et al. 2001), daher konnten bakterienfreie Stellen des Magens beprobt worden sein.
Zweitens kann von einer geringeren Menge Bakterien-DNA im Vergleich zur endogenen huma-
nen DNA ausgegangen werden. Die erfolgreiche Amplifikation der menschlichen DNA ist daher
nur ein Indikator fiir eine mogliche Erhaltung der bakteriellen DNA, aber kein Beweis. Drittens
bleibt die Moglichkeit, dass H. pylori die Mégen der Patienten infiziert hatte, wiahrend des Fixie-
rungsprozesses jedoch aus dem Gewebe in die Fixierfliissigkeit gespiilt wurde. Sofern die Fixier-
fliissigkeit in einem spédteren Schritt durch Konservierungsfliissigkeit ersetzt wurde, wiére auch
kein Nachweis in den Fliissigkeitsproben moglich. Das Verbleiben einzelner Bakterien im Ma-

gengewebe wiirde in der Analyse unterhalb der Nachweisgrenze bleiben.

Der Vergleich zwischen Infektionsraten aus historischen Proben und den rezenten Bevdlkerun-
gen zeigt, dass sich die ermittelte Pravalenz gut zwischen den aktuell 25% der Industrieldnder,
39% Deutschland und 80% der Entwicklungsldnder einordnen lésst (Parsonnet 1995, Pounder &
Ng 1995, Breuer et al. 1996). Ferner muss beachtet werden, dass die ermittelte Infektionsrate
von 70% eine Bevolkerungsgruppe mit Magenkarzinomen widerspiegelt, daher eine geringere
Infektionsrate bei der gesunden Bevolkerung anzunehmen ist. Obgleich sich das Resultat nicht
auf einen reprasentativen Bevolkerungsausschnitt bezieht, ist eine Infektionsrate von zwei Drit-
teln der europdischen Bevolkerung vor 60 Jahren wahrscheinlich.

Die Infektionsrate cag-positiver H. pylori-Stimme betrdgt in den Industrielindern heute zwi-
schen 20 und 60% (Konturek et al. 2009, Yamaoka 2009). Der positive Nachweis in 44% der
aDNA-Proben fillt auch hier in diesen Bereich. Patienten, die mit cag-positiven H. pylori-

Stammen, infiziert waren, hatten ein erhohtes Risiko fiir die Karzinomentstehung.
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Alle erfolgreich untersuchten Proben hatten Wildtypallele auf dem untersuchten 23S rRNA-
Genabschnitt und zeigten daher keine resistenztypischen Mutationen gegen das Antibiotikum
Clarithromycin. Die publizierten Daten fiir Resistenzen gegeniiber Clarithromycin in der heuti-
gen europdischen Bevolkerung liegen zwischen 0 bis 21% (Glupczynski et al. 2001, Kalach et al.
2001b). Seit der Markteinfiihrung zum Beginn der 1990er Jahre wurden steigende Resistenzen
bei H. pylori beobachtet. In Estland stieg bereits ein Jahr nach Einflihrung von Clarithromycin
die Resistenz bei H. pylori rapide an (Loivukene et al. 2002).

Obgleich die Mutationen A2115G, G2141A und T2717C aufgrund ihrer geringen Frequenz
(Hultén et al. 1997, Fontana et al. 2002) nicht untersucht wurden, deuten die Ergebnisse auf eine

fehlende Resistenz vor 60 Jahren hin.

8.3.1 H. pylori-Infektion und histologischer Karzinomtyp

Ein Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von H. pylori im Gewebe und dem histologi-
schen Karzinomtyp konnte nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit Nomura et al.

(1991) iiberein, widerspricht jedoch dem von Parsonnet et al. (1991).

H. pylori soll nicht bei einer intestinalen Metaplasie des Wirts vorkommen, da diese eine Verin-
derung im Magenschleim hervorrufe, deren ungiinstige physikochemischen Eigenschaften kein
Lebensmilieu fiir die Bakterien darstellen. Dazu gehort ein deutlich saurer Magensaft (Hunt
1996). Das histologische Gutachten bestimmte fiir zwei Proben eine intestinale Metaplasie. Bei
Probe 456 aus Tartu wurde H. pylori durch die Anwesenheit der cag PAI und des 23S rRNA
kodierenden Gens nachgewiesen (Tab. 30). Es ist aber moglich, dass die Bakterien sich aus dem
Bereich der akuten Metaplasie in angrenzendes Gewebe zuriickgezogen hatten und ein Nachweis
in solchem stattfand. In Probe 322/1906 aus Ziirich wurde ebenfalls eine intestinale Metaplasie
identifiziert, aufgrund der schlechten DNA-Erhaltung ist allerdings keine Aussage iliber den H.
pylori-Status moglich.

Eine Giemsa-Féarbung der Proben aus Tartu konnte in vier Féllen Bakterien nachweisen, drei
dieser vier sind auch molekulargenetisch positiv fiir H. pylori (Tab. 34). Eine genauere Spezifi-
zierung der Bakterien aufgrund der Farbungsnachweise ist jedoch nicht moglich, so dass es sich
auch um einen E. coli-Nachweis handeln konnte. Dagegen spricht fiir diese Proben jedoch, dass
vollstindige Typisierungsergebnisse ermittelt werden konnten und eine ldngere unfixierte Lage-
rung, die zu fortgeschrittenen autolytischen Prozessen und zur Besiedlung mit Bakterien hétte

fiihren konnen, unwahrscheinlich ist.
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Durch die Arbeitsgruppe um Blaser (1995) konnte gezeigt werden, dass cag-positive H. pylori-
Stimme mit intestinalem Magenkrebs assoziiert sind. In dieser Arbeit konnte jedoch kein Zu-
sammenhang festgestellt werden, da je drei cag-positive Proben intestinal und drei diffus waren

(Tab. 20).

8.4 Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Untersuchung der Konservierungsmittel bestétigt die Erwartung, dass Formaldehyd und
Ethanol Bestandteile der Aufbewahrungsfliissigkeiten sind. Insgesamt enthalten sechs Proben
u.a. Formaldehyd als funktionelles Reagenz, fiinf Ethanol, eine sowohl Formaldehyd als auch
Ethanol und zwei Proben keines von beiden. Bei nur einer Probe (1234/1964) wurde ausschlie3-
lich Ethanol identifiziert, bei allen anderen handelt es sich um Gemische. Das bestitigt, dass hidu-
fig verschiedene Chemikalien kombiniert wurden (Kap. 5.2), um die Vorteile der Reagenzien zu

maximieren und die Nachteile zu minimieren.

Die Analyse ergab, dass in einigen Fillen zwei verschiedene Alkohole in den Fliissigkeiten
nachzuweisen waren (Tab. 36). Es ist anzunehmen, dass Ethanol intentioniert als Losungsmittel
zu den Geweben gegeben wurde (Kap. 5.2). Die Verwendung von Methanol zur Konservierung
ist nicht bekannt. Die wahrscheinlichste Erkldrung ist, dass es sich um ein Nebenprodukt han-
delt, da Methanol bis auf eine Ausnahme (1094 aus Ziirich) nur im Zusammenhang mit Form-

aldehyd nachgewiesen werden konnte.

Campher scheint ein gingiger und iliberregionaler Bestandteil von Konservierungsfliissigkeiten
gewesen zu sein, da es in Proben aller vier Sammlungsstandorte nachzuweisen ist. Auerdem
wurde es iiber einen ldngeren Zeitraum -in Ziirich iiber mindestens fiinf Jahrzehnte- fiir die Auf-
bereitung von Priparaten verwendet.

Campher soll mit seiner antibakteriellen Wirkung auch der Schimmelbildung vorbeugen
(Romeis 1989) und wurde daher fiir die Desinfektion verwendet. Im Museum of Human Disease
in Sydney wurde Campher als Teil der Aufbewahrungsfliissigkeit noch bis vor zehn Jahren ver-
wendet (pers. Mitteilung A. Mitchell). Dabei besteht kein Zusammenhang zwischen Campher

und dem Ausbleiben eines Nachweises von H. pylori.
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Ethylacetat und Acetaldehyd kénnen entweder im Konservierungsprozess selbst zugesetzt wor-
den sein oder sind Reaktionsprodukte von Essigsdure. Letzteres ist wahrscheinlicher, da Essig-
sdure- und deren Derivate der Gewebeschrumpfung im Fixierprozess entgegen wirken sollen
(Romeis 1989), wihrend die Zugabe von Ethylacetat und Acetaldehyd in die Fixierlosung nicht

beschrieben wird.

Vier Proben enthalten Pentan. Pentan ist ein unreaktiver Stoff, so dass keine Funktion im Kon-
servierungsgemisch anzunehmen ist. Es besteht die Moglichkeit, dass Pentan Fette aus der Probe
16st, allerdings wére hierfiir eine hohe Konzentration notwendig. Eine weitere mogliche Ursache
fiir den Nachweis von Pentan ist, dass Formaldehyd oder Ethanol durch Pentan verunreinigt wa-
ren, bevor sie zu dem Gewebe gegeben worden sind (pers. Mitteilung M. Gille).

In vielen Proben sind auBlerdem Formaldehydderivate nachweisbar, die durch Zerfallsprozesse

bzw. Reaktionen von Formaldehyd entstanden sind.

Pikrinsdure konnte als Konservierungsmittel der historischen Gewebeproben nicht nachgewiesen
werden. Eine urspriingliche Verwendung als Fixier- und Konservierungsmittel kann allerdings
nicht ausgeschlossen werden, wenn im Zusammenhang mit Sammlungspflege Fliissigkeiten nach
aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnissen ausgetauscht wurden. In einigen Fillen ist dieses
allerdings unwahrscheinlich, da die Aufbewahrungsbehélter, die Verschlusstechnik und die Eti-
kette der Préparate zum Teil original aus den jeweiligen Jahren stammen (pers. Mitteilung N.
Widulin).

Eine weitere Mdglichkeit ist der Zerfall von Pikrinsdure wéhrend der langen Lagerung. Wahr-
scheinlicher ist jedoch, dass es nicht zu den urspriinglichen Komponenten der Konservierungs-

mittel gehorte.
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9 Diskussion der Methodik

9.1 Erhaltungszustand der DNA

Der Erhaltungszustand der DNA in den Karzinomgeweben unterschied sich sowohl innerhalb als
auch zwischen den Sammlungen. Insgesamt konnten an 45% der Proben erfolgreiche Untersu-
chungen durchgefiihrt werden. Auffillig ist, dass keine der Gewebeproben aus Wien reprodu-

zierbare Ergebnisse erbrachte.

Fiir Probenkonservierung sind Temperatur und Zeit die wichtigsten Faktoren. So wird zum einen
als Schutz vor Autolyse eine Temperatur von 0 bis 4°C wihrend der Fixierung empfohlen
(Adam & Czihak 1964). Zum anderen ist das Zeitintervall zwischen Tod und Autopsie bzw.
Probennahme aufgrund der einsetzenden autolytischen Prozesse ebenfalls ein kritischer Faktor.
Daher konnte der schlechte DNA-Erhalt der Wiener Proben durch eine vergleichsweise lange
Lagerung ohne Fixierung zu erkldren sein. Einen Hinweis dafiir liefert auch die bakterielle Be-
siedlung aller Magenwandschichten durch stibchenférmige Bakterien (vermutlich E. coli), teil-
weise auch durch Fadenpilze (sieche Abb. 21b und c). Da diese Organismen beim Lebenden in
den tiefen Schichten des Magens nicht vorkommen, ist die wahrscheinlichste Erkliarung, dass das
Gewebe erst nach einer ldngeren Lagerung in die Fixierlosung iiberfiihrt wurde und die Besied-

lung und Vermehrung dieser Organismen in der Zwischenzeit stattfinden konnte.

Als weiterer Faktor kann auch das Fixiermittel selbst einen entscheidenden Einfluss auf den
DNA-Erhalt haben. So ist bekannt, dass seit den 1950er Jahren gepuffertes Formalin (Lillie
1954) verwendet wurde, was sich stabilisierend auf die DNA auswirkt. Die hierfiir durchgefiihrte
Untersuchung der Konservierungsmittel ermoglicht zu dieser spekulativen Frage jedoch keine
eindeutige Aussage. Wie die Berliner Proben gezeigt haben, kann auch die Abwesenheit von

Formalin eine {iberdurchschnittliche DNA-Erhaltung ermdglichen.

Einen weiteren Einfluss auf den Erhaltungszustand der DNA konnte das absolute Alter der Pro-
ben haben, wie eine Untersuchung an fixiertem Gewebe aus dem Pathologisch-anatomischen
Museum Wien nachgewiesen hat (Paireder 2010). Auf Basis der vorliegenden Arbeit kann dem
nicht zugestimmt werden, da der DNA-Erhalt der untersuchten Proben primir durch die oben
genannten Einfliissen wie Temperatur und Zeit beeinflusst zu sein scheint. Allerdings ist ein Zu-
sammenhang zwischen dem historischen Alter der Proben und dem verwendeten Fixiermittel
wahrscheinlich. Das historische Alter konnte daher stellvertretend fiir die Probenbehandlung in

den einzelnen Sammlungen stehen.
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9.2 Analysemethoden

Das grofBite Problem in der molekularen Analyse von Tumoren ist die Anwesenheit von nicht-
mutierten Zellen (Lymphozyten, Stromazellen) mit Wildtypallelen, die die Tumorprobe konta-
minieren (Boni et al. 1999). Die Kontaminationsrate ist abhdngig vom Tumortyp bzw. der Probe.
Sie liegt bei chirurgischen Tumorproben bei wenigen Prozent, bei Biopsien bei 50% und bei
Urin, Stuhl oder Bronchialspiilungen bei mehr als 95%. Sind weniger als 20% Tumorgewebe in
einer Probe vorhanden, bleibt die Tumor-DNA meist unterhalb der Nachweisgrenze (Boni et al.
1999).

Bei rezenten, stark kontaminierten Tumorproben kénnen die Tumorzellen durch Mikrodissektion
angereichert werden (Soussi 2007). Mit der Mikrodissektion koénnen durch mikroskopische
Kontrolle mittels Laser ausgesuchte Zellgruppen oder einzelne Zellen aus formalinfixierten, pa-
raffineingebetteten oder gefrorenem Gewebe identifiziert und aus dem Verband geldst werden
(Boni et al. 1999). Diese Methode ist jedoch sehr aufwendig und weder fiir eine grofle Proben-
zahl rezenten Materials noch fiir die Analyse von aDNA geeignet, da in der Regel weniger als 50
Zellen mikrodisseziert werden. Aulerdem kann es Probleme bei der Unterscheidung zwischen
Tumor- und entziindeten Zellen geben, die auch durch Mikrodissektion nicht gelost werden kon-
nen (Fenoglio-Preiser et al. 2003).

Die Ausfiihrung zeigt, dass dieser potentiellen Verfdlschungsquelle in der vorliegenden Arbeit
nicht vorgebeugt werden konnte. Erreichen die Mutationen durch Kontamination mit gesunden
Zellen nicht die Nachweisgrenze, werden falsch-negative Mutationsraten ermittelt, so dass die
festgestellten 52% Mutationstriger in den historischen Proben lediglich eine Mindestzahl dar-

stellen.

Fiir die Analyse des Tumorsuppressorgens pS3 wurden die Exons 5 bis 8 sequenziert. Als Alter-
native zu einer Sequenzierung wurden in der Literatur hidufig immunhistochemische p53-Un-
tersuchungen durchgefiihrt. Studien (zusammengefasst bei Fenoglio-Preiser et al. 2003) haben
jedoch gezeigt, dass nur eine geringe Korrelation zwischen der immunhistochemischen Detek-
tion von nukledrem p53-Protein, Mutationen in p53 und Magenkarzinomen besteht. Eine positive
immunhistochemische Reaktion ist z.B. davon abhédngig, an welcher Stelle im Gen die Mutation
lokalisiert ist (Fenoglio-Preiser et al. 2003). Problematisch in diesen Untersuchungen ist auf3er-
dem der verwendete Antikorper, welcher das Ergebnis unter Umstédnden beeinflusst (Baas et al.
1994).

Eine weitere Methode zur Untersuchung von Mutationen ist die single strand conformation po-

lymorphism (SSCP)-Analyse. Einerseits hat diese Methode das Potential einzelne Basenpaar-
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substitutionen zu identifizieren, andererseits hat sich jedoch in der Anwendung gezeigt, dass
durch SSCP etwa 38% der Mutationen nicht detektiert werden (Tolbert et al. 1999).

Somit steht derzeit kein alternatives Verfahren fiir die direkte Sequenzierung zur Verfiigung.

Der Vergleich der drei Analysesysteme fiir den Nachweis von H. pylori-typischen Genabschnit-
ten lésst die Annahme zu, dass die Systeme unterschiedlich spezifisch arbeiten. So scheint es, als
wiren der Nachweis der cag PAI und des 23S kodierenden Gens mit der konventionellen PCR
trotz der um 15bp respektive 39bp ldngeren Fragmente sensibler als das 16S-System mit der
Real-Time PCR.

Eine mogliche Erkliarung dafiir sind die Primer, die bei der cag PAI- und der Analyse des 23S
rRNA Gens den Optimierungskriterien fiir aDNA entsprechen und daher einen effizienteren
Nachweis ermoglichen. Die Primer fiir die 16S-Untersuchung stammen hingegen aus der Lite-
ratur und entsprechen in ihrem Energieprofil nicht den Anforderungen fiir aDNA (vgl. Kap. 6.3
und Hummel 2003).

Dariiber hinaus wurden in der Untersuchung mittels Real-Time-PCR anstelle der iiblichen 40
Zyklen bis zu 60 Zyklen verwendet. Eine erhdhte Zugabe der Reaktionskomponenten erfolgte
hier jedoch nicht. Daher muss in Betracht gezogen werden, dass aufgrund verbrauchter Kom-
ponenten nicht zwangsliufig eine gesteigerte Reaktionseffizienz zu erwarten ist und einige Pro-
ben, die H. pylori-DNA nur im Spurenbereich beinhalteten, trotz erhdhter Zyklenzahl unterhalb
der Nachweisgrenze blieben.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die unterschiedliche Effizienz der Analysesysteme ist die
Beschaffenheit der TagMan Sonden in der Real-Time-PCR. So ist bekannt, dass die Fluores-
zenzeigenschaft durch die Lagerung und Anwendung reduziert wird. Obwohl die Sonde vor Ta-
geslicht geschiitzt und als letzte Komponente dem Reaktionsgemisch zugefiigt wurde, kann eine
lichtinduzierte Fluoreszenzreduktion wéihrend des Ansetzens nicht ausgeschlossen werden.
Insgesamt kann jedoch festgehalten werden, dass sich die drei verwendeten Analysesysteme er-

génzten und reproduzierbare Ergebnisse lieferten.

9.3 Basenverdnderungen in vitro

Bei der molekular-genetischen Analyse fixierter Gewebe kann es durch Formalinzerstdrung oder
Vernetzung zwischen Proteinen und DNA (Chalkley & Hunter 1975) zu Artefakten durch einen
fehlerhaften Einbau von Nukleotiden durch die Tag-Polymerase kommen. Auf diese Weise kon-

nen kiinstliche C zu T- oder G zu A-Mutationen entstehen (Williams et al. 1999). Als Ursache
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nimmt man den Wechsel der Polymerase zwischen den Zielsequenzen wéhrend der enzymati-

schen Amplifikation von zerstorter DNA an (Pdébo et al. 1990).

Ein Vergleich unterschiedlich konservierten Materials fiir die Analyse von Tumorgewebe durch
Williams et al. (1999) zeigte, dass etwa ein formalininduzierter Basenaustausch je 500 Basen
auftritt. In gefrorenem Gewebe hingegen konnten keine nicht-reproduzierbaren Sequenzverande-
rungen detektiert werden. Die Anzahl der Artefakte in Formalinmaterial korrelierte negativ mit
der Anzahl der Zellen, die in die PCR eingesetzt wurden, so dass bei weniger Zellen in der Re-
aktion mehr Artefakte auftraten. Kommt es beispielsweise ausgehend von einem DNA-Strang im
ersten Zyklus zu einem Fehleinbau, wiren theoretisch 50% der Amplifikationsprodukte mutiert,
sofern der zweite Teilstrang im zweiten Zyklus fehlerfrei verdoppelt werden wiirde (Williams et
al. 1999). Die Mehrheit dieser Verdnderungen betraf C zu T- oder G zu A-Transitionen. Ein Zu-
sammenhang dieser Basenverdnderungen mit anderer Probenbehandlung konnte nicht gefunden

werden.

Nicht reproduzierbare Basenverédnderungen waren ein hdufiges Phanomen bei der Analyse der
historischen Gewebe. Abbildung 30 zeigt einen nicht reproduzierbaren C/T-Austausch in Exon
8. Die verdnderte Base befindet sich an Position 14537 (rot) bei Fragment 8-2. Im oberen Teil
der Abbildung ist die Referenzsequenz X54156 dargestellt, darunter zwei Sequenzen der Kon-
troll-DNA von Probe 1356/1935 aus Ziirich. Es handelt sich um den gleichen Extrakt, der mit
verschiedenen Primerpaaren amplifiziert wurde, so dass das Ergebnis durch einen Fehleinbau

durch die Tag-Polymerase in einem friihen Zyklus erklart werden kann.

i 145‘45 i
pS3X43156 aaTcmclocaacaa

A ATCTCI GCAALTCSGAA

Kontroll-DNA ﬂ

i f
Fragment 8-1 U ll\';llklj\'l J\ Mm- IJ

AA‘JC'JCCGCAAGAA

i A

il

EaTcdTECC ARG ar

Fragment 8-2 r\ll ‘!ﬁi‘ \ \ A

=

Abb. 30: Nicht reproduzierbarer Basenaustausch in Exon 8 (rot).

Da zur Generierung der meisten p53-Ergebnisse 35 Zyklen geniigten, ist von einer ausreichend
groflen Anzahl an Ausgangskopien auszugehen. Ein félschlicher Baseneinbau durch die Polyme-
rase wiirde daher auch nur in einer geringen Zahl an Zielsequenzen manifestiert sein, die unter-
halb der Nachweisgrenze blieben. Da auflerdem das Kriterium der Reproduzierbarkeit galt, sind

formalininduzierte Verdnderungen fiir Ergebnisse dieser Arbeit zu vernachlissigen.
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10 Diskussion der Analyseergebnisse

10.1 Veranderte Tumormutationen innerhalb von 60 Jahren

» Tumormutationen von historischen Magenkarzinomen unterscheiden sich von denen aus

der rezenten Bevolkerung

In der vorliegenden Arbeit konnten zehn verschiedene Mutationsereignisse in p53 in den histori-
schen Magenkarzinomen identifiziert werden. Mit Ausnahme der frame-shift-Mutation sind alle
Mutationen aus der Literatur bekannt. Lediglich vier dieser Mutationen wurden jedoch in rezen-
ten Magentumoren gefunden und nur eine Mutation tritt gehduft auf (Kap. 8.2.2, Tab. 37). Zwei
der zehn Mutationen sind an CpG-Inseln lokalisiert und nur eine ist heute als Hotspot bekannt.
Ferner zeigen sich Unterschiede in den Substitutionsfrequenzen (Kap. 7.2.2, Abb. 26) und eine
um etwa 20% hohere p5S3-Mutationsrate als heute. Somit konnen genetische Verdnderungen zwi-
schen historischem und rezentem Tumorgewebe innerhalb von 60 Jahren festgestellt werden.

Daraus ergibt sich die Frage, wie die Verdnderungen zu erkléren sind.

Die vier bisher von Magentumoren beschriebenen Mutationen wurden alle in ostasiatischen
Populationen identifiziert (Hongyo et al. 1995, Liang et al. 1995, Ott et al. 2003, Suzuki et al.
2004). Lediglich die Hotspot-Mutation R248W fand sich auch in Ladndern auBlerhalb Asiens rela-
tiv haufig. Dieselben Mutationstypen von asiatischen und historischen Magenkarzinompatienten
konnen den Hinweis geben, dass sich karzinogen wirkende Einfliisse dhneln.

Da die Atiologie von Magenkarzinomen besonders mit dem Einfluss der Ernihrung withrend der
Kindheit und einer persistierenden H. pylori-Infektion in Verbindung gebracht wird (Cover &
Blaser 1992, Lambert et al. 2002, Mayne & Navarro 2002, Becker 2006), ist es wahrscheinlich,
dass Verinderungen dieser Faktoren auch Anderungen der genetischen Ausstattung von Tumo-
ren bewirkt haben. Im Folgenden werden daher die Faktoren Erndhrung und H. pylori-Infektion
der historischen europdischen Bevdlkerung mit der heutigen Hochrisikoregion Ostasien am Bei-

spiel Japans verglichen.

Bis in die 1970er Jahre war die Erndhrung in Japan neben Sojaprodukten und Reis durch traditi-
onell zubereitete Pickles (in Gewlirze und scharfen Essig eingelegtes Gemiise) sowie durch ge-
trockneten und gesalzenen Fisch gepridgt (Francks 2009). Diese Erndhrungsweise mit hohen
Kochsalzgehalten unterscheidet sich von der iiblichen europdischen Erndhrung im letzten Jahr-

hundert. Es gibt jedoch Zeitabschnitte, in denen gravierende Méngel in der Erndhrung fiir die
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durchschnittliche Bevolkerung auftraten, z.B. die Zeit wihrend und nach den Weltkriegen in
Europa. Die Erndhrung wéihrend und nach dem Ersten Weltkrieg war schlecht und zeichnete sich
durch einen hohen Kochsalzgehalt aus. Beispielsweise waren Salzheringe fiir die meisten Men-
schen das einzige verfligbare tierische Protein (Boeing & Frentzel-Beyme 1991). AuBBerdem ist
bekannt, dass wihrend der Kriegsjahre viele Ersatzlebensmittel konsumiert worden sind. Ein
Beispiel hierfiir ist ein Préparat, das als Ei-Ersatzmittel bekannt wurde. Es enthielt Kartoffel-
mehl, Kochsalz, Spuren von Eibestandteilen und einen Teerfarbstoff zur Gelbfarbung (Kriiger &
Tenius 1917). Kochsalz wurde auBBerdem einer Kombination verschiedener Schlachtabfille zuge-
setzt und als ,,Wiirze®, ,,Paste” oder ,,Ersatzbrithwiirfel“ verkauft (Schwarte 1920). Die hohen
Kochsalzgehalte iiberstiegen den Bedarf der Menschen bei weitem und leisteten einen Beitrag zu
den hiiufiger vorkommenden Odembildungen, die am Ende und nach dem Ersten Weltkrieg beo-
bachtet wurden (Giistrau 1968) und stellten einen anerkannten Risikofaktor fiir Magenkarzinome

dar.

Das Erndhrungsverhalten von Europa und Japan unterscheidet sich maf3geblich durch den Kon-
sum von Sojaprodukten, die kennzeichnend fiir die ostasiatische Erndhrung sind. Die Inhaltstoffe
von Sojaprodukten sollen protektiv gegen verschiedene Krebserkrankungen wirken (Wu et al.
2000, Nagata et al. 2002, Yan & Spitznagel 2009), dennoch ist die Inzidenz fiir Magenkarzinome
in Ostasien deutlich hoher als in Europa (Kap. 1.2.1). In einer aktuellen Metaanalyse konnte ge-
zeigt werden, dass die Aufnahme von fermentierten Sojaprodukten, wie Sojasauce und Soja-
paste, das Risiko fiir Magenkarzinome erhoht, die Aufnahme von nicht-fermentierten Sojapro-
dukten, wie Sojamilch und Tofu, das Risiko reduziert (Kim et al. 2011). Bei der Herstellung fer-
mentierter Sojaprodukte werden groBere Mengen Salz hinzugefiigt, welche die Magenschleim-
haut schédigen konnen (Kap. 1.2.2). Aullerdem konnen sie N-nitroso-Komponenten (Correa et
al. 1975, Kato et al. 1992) und Nitrat (Seel et al. 1994) enthalten. Die schiitzende Wirkung nicht-
fermentierter Sojaprodukte konnte auf Isoflavone (Wang & Murphy 1994) zuriickgefiihrt wer-
den, welche die intragastrale Bildung karzinogener N-nitroso-Komponenten blockieren
(Yanagihara et al. 1993, Mirvish 1995). Damit zeigt sich, dass der Konsum von Sojaprodukten

differenziert betrachtet werden muss.

Neben dem Konsum von Sojaprodukten unterscheidet sich die Erndhrung von Europa und Japan
durch deren Nitratgehalt. In den 1970er Jahren lag die tigliche Nitrataufnahme in Japan bei
300mg, wahrend in Grof3britannien 60 bis 80mg aufgenommen wurden (White 1975). Die grofite
Nitratquelle in Japan war allerdings Gemiise, dem in Studien gleichzeitig eine protektive Wir-

kung durch Vitamin C zugeschrieben wird (Chyou et al. 1990).
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Da Nitrate nicht nur durch Pflanzen aus dem Boden aufgenommen werden, sondern auch zu
Konservierungszwecken verwendet wurden bzw. werden, sind auch fiir Europa zu Beginn des
20. Jahrhunderts hohere Aufnahmemengen wahrscheinlich.

Ein Grund fiir die seltenere Verwendung heute ist u.a. die Einfiihrung von Kiihlschrinken in den
Industrieldndern. Bis diese neuen Errungenschaften in jedem Haushalt zu finden waren, dauerte
es jedoch einige Jahrzehnte. Zwischen 1962 und 1973 verachtfachte sich die Zahl der Kiihl-
schrinke in deutschen Kiichen auf 98% (Statistisches Bundesamt 1973). In den Vereinigten Staa-
ten hatten 1953 bereits 89% der Bevolkerung zu Hause einen Kiihlschrank (Anderson 1953). In
Japan begann erst nach 1960 die regelmiBige Nutzung, ab dieser Zeit wird jedoch von einem
Riickgang der Magenkrebsinzidenz berichtet (Japanese Ministry of Health and Welfare 1980,
Decarli et al. 1986).

Die Nutzung von Kiihlschrinken steht stellvertretend fiir verdnderte Lagerungsbedingungen und
Erndhrungsgewohnheiten, da frische Produkte ohne kiinstliche Zusatzstoffe ldnger haltbar sind.
Allerdings ist zu beachten, dass sowohl in Deutschland als auch in Japan schon vor der breitge-
facherten Verfligbarkeit von Kiihlmdglichkeiten die Magenkrebssterblichkeit ihren riickldufigen
Trend begonnen hatte. Die Ursachen miissen daher friiher liegen bzw. anderen Ursprungs sein
(z.B. H. pylori, siehe unten). Bisher konnten jedoch noch keine eindeutigen Erkldrungen gefun-
den werden (Becker & Korfmann 1998).

Dennoch zeichnet sich die Tendenz ab, dass ein langjéhriger Kiihlschrankgebrauch einer Bevol-
kerung (> 30 Jahre) eine Wende in der allgemeinen Erndhrungsweise bedeutet hat (Coggon et al.
1989). Pointiert gesagt, stellte der Einzug des Kiihlschranks in das alltidgliche Leben eine erfolg-

reiche praventive Mafinahme gegen Magenkarzinome dar.

Doch nicht nur Bestandteile der Erndhrung und Erndhrungsgewohnheiten stellen ein Risiko fiir
die Magenkarzinomentstehung dar, sondern auch die Infektion mit H. pylori (Kap. 1.2.2).

Fiir Europa und Japan sind fiir die Vergangenheit hohere H. pylori-Infektionsraten als heute be-
kannt. Als Griinde fiir den Riickgang werden Verbesserungen im Lebensstandard, den hygieni-
schen Bedingungen und der erhohte Antibiotikaeinsatz diskutiert (Banatvala et al. 1993).

In Europa waren besonders Generationen, die zu Beginn des 20. Jahrhunderts geboren sind, hiu-
fig von H. pylori verursachter Gastritis betroffen (Sipponen 1995). Fiir Japan sind hohe Infek-
tionsraten von den Geburtskohorten aus den 1940er bis 1950er Jahren bekannt (Replogle et al.
1996), was fiir Europa durch die Auswirkungen des zweiten Weltkrieges und den schlechteren
hygienischen Bedingungen ebenfalls angenommen werden kann. Riickldufige Infektionsraten
konnten beispielsweise fiir Grofbritannien seit den 1960er Jahren in retrospektiven Studien er-

mittelt werden (Banatvala et al. 1993, Canoy et al. 2002). Da fiir die japanische Bevolkerung erst
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in den 1970er Jahren gravierende Verdnderungen im tdglichen Leben durch gestiegenen
Wohlstand bekannt sind (Allen 1981), ist von einem spéteren Riickgang der H. pylori-Infektio-

nen auszugehen.

Bei drei der vier historischen Mutationen, die auch in rezenten Magenkarzinomen beschrieben
worden sind, handelt es sich um G:C zu A:T-Transitionen (Kap. 8.2.2, Tab. 37). Da alle Patien-
ten, die diese Mutationen trugen, mit H. pylori infiziert waren und eine deutlich hohere Inzidenz
von Magenkarzinomen mit einer hohen Infektionsrate mit H. pylori in Verbindung gebracht wird
(The EUROGAST Study Group 1993), ist es mdglich, dass die produzierten Stickoxide der
Bakterien einen Beitrag zur initialen Mutationsentstehung geleistet haben (vgl. Kap. 8.2.1).

Des Weiteren waren zwei Patienten, von denen ein G:C zu A:T-Basenaustausch in threm Tu-
morgewebe nachgewiesen werden konnte, von cag-positiven H. pylori-Stammen infiziert. Heute
sind nahezu alle asiatischen H. pylori-Stimme Trager der cag PAI, wodurch sich das Risiko ei-

ner Magenkarzinomentstehung weiter erhoht (Konturek et al. 2009, Yamaoka 2009).

Die Ausfiihrungen zeigen, dass insbesondere die Einfliisse einer salzreichen und nitrathaltigen
Erndhrung sowie hohe Infektionsraten mit H. pylori verbindende Faktoren zwischen der heutigen
japanischen und der historischen europdischen Bevolkerung darstellen und damit vermutlich
Quelle dhnlicher Tumormutationen ist.

Dass nur vier von zehn historische Mutationen bisher von Magenkarzinomen bekannt sind, lasst
den Schluss zu, dass entweder nicht alle damals karzinogen wirkenden Einflussfaktoren noch
heute relevant sind oder dass die Mutationen durch spontane Ereignisse ohne dufere Einfliisse
entstanden sind. Da die Mutationen M246K viermal und K291E zweimal detektiert wurden, sind
spontane Ereignisse fiir diese Beispiele jedoch eher unwahrscheinlich. Bei diesen Proben ist eher
ein Einfluss der H. pylori-Infektion zu vermuten (Kap. 7.4, Tab. 37).

Potentiell andere Mutationsquellen, etwa durch Bestrahlungstherapien in Verbindung mit friihe-
ren Krebserkrankungen der Patienten, konnen aufgrund fehlender Patienteninformationen nicht

ausgeschlossen werden.
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» Patienten mit H. pylori-Infektion weisen vermehrt p53-Mutationen in ihren Magenkarzi-

nomen auf

In den historischen Magenkarzinomproben konnte eine signifikante Assoziation zwischen p53-
Mutationen und dem H. pylori-Infektionsstatus des Patienten festgestellt werden, wenn Tumor-
und gesundes Gewebe getrennt betrachtet wurden (p=0.019). Das bestitigt Ergebnisse von re-
zenten Patienten (Nomura et al. 1991, Asaka et al. 1995). Eine Signifikanz wurde in dieser Ar-
beit nicht erreicht, wenn die Mutationen gegen den grundsétzlichen Nachweis von H. pylori ge-
testet wurden (p=0.112). Allerdings ist eine Tendenz erkennbar, die vermuten lésst, dass eine
Signifikanz bei groBerer Stichprobenzahl erreicht wird.

H. pylori-induzierte p53-Mutationen sollen auBlerdem seltener in Hotspot-Regionen des p53-
Gens vorkommen (Murakami et al. 1999). Das lésst sich auch in dieser Untersuchung finden.
Lediglich eine Mutation (R248W) von zehn H. pylori-positiven Proben ist an einem bekannten
Hotspot lokalisiert. Bei einer Interpretation dieses Ergebnisses muss allerdings beriicksichtigt
werden, dass drei Mutationen aullerhalb von Hotspots detektiert wurden, die H. pylori-negativ

sind und deren Ursache anderer Erkldrungen bedarf (s.o.).

» H. pylori-Stamme, die Trager der Pathogenititsinsel cag sind, verursachen haufiger

Tumormutationen in p53 als cag-negative Stimme

Ein Zusammenhang zwischen cag-positiven H. pylori-Stimmen und Mutationen im p53-Gen,
konnte fiir die historischen Proben nicht bestétigt werden (p=0.96). Dieses Ergebnis hingt ver-
mutlich mit der geringen Stichprobengréfle zusammen, da Studien mit einem gréferen Proben-
umfang Zusammenhdnge gefunden haben (Deguchi et al. 2001, Kubicka et al. 2002, Shibata et
al. 2002).

Die Ergebnisse zeigen dennoch, dass fast zwei Drittel (63%) der H. pylori- und cag PAl-positi-
ven Patienten Mutationen im p53-Gensegment aufweisen. Diese Verteilung ist zusdtzlich aus
einer groferen Stichprobe einer brasilianischen Untersuchung bekannt (Lima et al. 2008 ), die
allerdings eine deutlich geringere Anzahl zeigt, als eine weitere Studie, bei der 98% Mutationen

beobachtet wurden (Magalhaes et al. 2003).
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» Historische H. pylori-Isolate haben keine resistenztypischen Mutationen gegen Antibio-

tika, da ein entsprechender Selektionsdruck fehlte

Es konnten keine resistenztypischen Mutationen gegen Clarithromycin in den historischen Ge-
weben identifiziert werden. Voraussichtlich hitten alle Patienten bei Eradikation mit diesem An-
tibiotikum eine erfolgreiche Behandlung gehabt.

Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass ohne Selektionsdruck durch entsprechende
Antibiotika die Manifestation resistenztypischer Mutationen unwahrscheinlich ist (Mégraud et
al. 1996). Vor 60 Jahren -ohne regelmifBigen Antibiotikakonsum- stellte eine spontane Mutation,
die eine Resistenz zur Folge gehabt hatet, keinen Uberlebensvorteil fiir die Magenbakterien dar.
Das hat sich heute geédndert, was die Behandlung verschiedener Krankheitsbilder erschwert
(Malfertheiner et al. 2007). Es ist anzunehmen, dass sich die Resistenz auf weitere Antibiotika

ausweiten kann, sofern es Eradikationsalternativen gegen die H. pylori-Infektion gibt.

Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit konnte p53-Mutationen und das Magenbakterium H. pylori in den histo-
rischen Gewebeproben identifizieren. Das verdnderte Mutationsspektrum und die verénderte
Lokalisation der Mutationen geben den Hinweis, dass sich die Einfliisse auf die Entstehung der

Magenkarzinome im letzten Jahrhundert verdndert haben.

10.2 Analyse der Konservierungsfliissigkeiten

Die Analyse der Konservierungsfliissigkeiten zeigt Unterschiede zwischen den verschiedenen
Sammlungen und erméglicht in einigen Fillen Vermutungen zur Priparationsmethode bzw. zur
zeitlichen Einordnung der Proben.

Es fillt auf, dass in keiner Berliner Probe Formaldehyd, sondern ausschlieSlich Ethanol nach-
weisbar ist. Die Praparate stammen aus den Jahren 1952, 1956 und 1964, der Zeit des Wieder-
aufbaus der urspriinglichen Virchow-Sammlung. Es besteht die Moglichkeit, dass die Feucht-
priparate urspriinglich mit einer formalinhaltigen Losung, z.B. Kaiserling (1896, Kap. 5.3), fi-
xiert wurden, dann in einem zweiten Schritt zur Wiedererlangung der natiirlichen Farbe die Ge-
webe in Ethanol eingelegt wurden, bis sie in einem dritten Schritt in die Aufbewahrungsfliissig-
keit tiberfiihrt und darin gelagert wurden. Formaldehyd wire in diesem Fall nicht mehr nach-

weisbar, jedoch anfanglich verwendet worden (vgl. Pikrinsdure, Kap. 8.4).



Diskussion der Analyseergebnisse 107

Ein Zusammenhang zwischen Bestandteilen der Préparationsfliissigkeiten und der DNA-Erhal-
tung der Proben kann nur in Ansdtzen hergestellt werden. Die Proben aus Berlin zeichnen sich
generell durch eine gute Erhaltung aus, welches vollstandige Typisierungsergebnisse ermoglicht.
Von den Ziiricher Proben haben zwei eine sehr gute DNA-Erhaltung. Diesen Proben ist gemein,
dass in ihren Konservierungsfliissigkeiten ebenfalls kein Formaldehyd nachzuweisen war. Dieses
Ergebnis deckt sich mit fritheren Erkenntnissen, dass ungepuffertes Formalin zwar das Gewebe
fixiert, jedoch einen negativen Einfluss auf die Erhaltung des genetischen Materials hat (Greer et
al. 1991). Alle anderen Proben haben eine méBige bis schlechte Erhaltung. Ein weiterer
Zusammenhang zu anderen Bestandteilen ist durch die durchgefiihrten Analysen aber nicht

moglich.

Im Falle der Ziiricher Proben sind Schlussfolgerungen zur Konservierungstechnik wie in der
Berliner Sammlung nicht moglich, da weder Unterlagen zu den Proben selbst noch zur Pripara-
tionsmethode existieren. Stattdessen erlaubt die Zusammensetzung der Fliissigkeitsproben eine
zeitliche Einordnung der Proben ohne jegliche Informationen. Die Probe 8454 von 1951 und
Probe 1 weisen mit Campher, Methanol und Formaldehyd die gleichen Bestandteile auf. Daher
ist es plausibel anzunehmen, dass Probe 1 ebenfalls in den 1950er Jahren oder vom selben Prépa-
rator bearbeitet wurde. Ferner ist eine Priparation von Probe 2 zu dhnlicher Zeit wie 322/1906
denkbar, da beide Ethanol, Campher und Essigsdureabkommlinge (Ethylacetat und Acetaldehyd)
enthalten. Die verbleibende undatierte Probe 1094 ist nach diesen Kriterien jedoch keiner
Gruppe zuzuordnen.

Die Analyse der Ziiricher Proben ermdglicht trotz der geringen Stichprobe mit nur acht Fliissig-
keitsproben die Darstellung einer zeitlichen Préferenz hinsichtlich der funktionellen Konservie-
rungsmittel. Bei Proben um 1900 wurde Ethanol verwendet, in den 1930er Jahren weder For-
maldehyd noch Ethanol und in den 1950er Jahren Formaldehyd. Campher konnte hingegen im-

mer nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der Konservierungsfliissigkeiten ist nicht erschdpfend behandelt worden, da
sie nur einen Nebenaspekt der vorliegenden Arbeit darstellt. Aulerdem beschridnken sich die
durchgefiihrten Analysen auf organische und leicht fliichtige Bestandteile der Probenfliissigkei-
ten. Dennoch ermdglicht die Untersuchung einen Einblick in die Priparationsarbeit von vier ver-
schiedenen européischen pathologischen Sammlungen. Allen ist gemein, dass Campher {iber
etwa sechs Dekaden zur Feuchtgewebekonservierung verwendet wurde, wéahrend die Verwen-

dung von Formaldehyd bzw. Ethanol durch zeitliche Trends gekennzeichnet zu sein scheint.
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10.3 Vertfiigbarkeit historischer Tumorgewebe

Die Verfiigbarkeit von Probenmaterial ist einer der grundlegenden Limitierungsfaktoren aller
Untersuchungen. Um geeignete Gewebeproben zur Verfligung zu haben, wurde mit verschiede-
nen pathologischen Instituten und Medizinhistorischen Museen weltweit Kontakt aufgenommen.
Positive Riickmeldungen und die Erlaubnis Gewebeproben zu entnehmen, kamen von den
Sammlungsverantwortlichen in Wien, Berlin, Tartu und Ziirich (vgl. Kap. 3).

Auch im Gordon Museums des Kings College London (Medical, Dental and Biomedical Schools
at Guy’s, King’s & St. Thomas’s Hospital’s) gibt es eine groBBe Anzahl historischer Magenkarzi-
nomproben. Die Erlaubnis zur Probenentnahme durch den Kurator William Edwards lag vor,
allerdings war es nicht moglich zeitnah von der Human Tissue Authority, Gro3britannien, eine
Genehmigung fiir die Ausfuhr des menschlichen Materials zu erhalten.

Im Department of Human Pathology and Oncology der Universitit Florenz, Italien, gibt es ver-
mutlich zwei Magentumoren, der Aufwand fiir die Beschaffung einer so geringen Probenzahl
iberstieg jedoch den zu erwartenden Nutzen.

Ferner konnte ein Kontakt mit dem Marischal Museum (Aberdeen, Schottland) hergestellt wer-
den, jedoch wollten die Verantwortlichen keine zerstorende Entnahme ihres historischen Materi-
als. Ahnlich verhielt es sich mit Proben der Hunterian Collection des Royal College of Surgeons
of England, da eine -erfolglose- Untersuchung von menschlicher und H. pylori-DNA in einigen
Magentumoren bereits durch Barnes ef al. (2000) erfolgt worden war.

Mit einer Vielzahl an pathologischen Instituten innerhalb Deutschlands (u.a. Géttingen, Greifs-
wald, Heidelberg, Magdeburg, Marburg) wurde Kontakt aufgenommen, jedoch werden aufgrund
von Platzgriinden die in Paraffin eingebetteten Biopsien in der Regel nur 10 Jahre aufgehoben.
Im Museum Vrolik (Amsterdam, Niederlande) und im National Museum of Health and Medicine
Armed Forces Institute of Pathology (Washington, USA) gibt es ebenfalls keine historischen

Magenkarzinome.

Die geringe Verfiigbarkeit an geeignetem Probenmaterial zeigt den wissenschaftlichen Wert der
Sammlungen und Museen, die historisches menschliches (Feucht-) Gewebe aufbewahren. Ob-
wohl die tatsdchliche Probenanzahl in dieser Arbeit unter der Erwartung blieb und daher nicht
alle Fragestellungen hinreichend beantwortet werden konnten, ermoglichten die untersuchten

Proben Tendenzen hinsichtlich genetischer Verdnderungen in historischen Magentumoren.
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10.4 Offene Fragestellungen

Bei der Untersuchung der historischen Tumorproben mussten einige Aspekte unbeantwortet
bleiben. Ursache dafiir ist die geringe Zahl an Proben, die fiir die Analysen zur Verfligung stand
(siehe Kap. 10.3), der Erhaltungszustand des Probenmaterials, der eine erfolgreiche Analyse von
nur 45% der Proben ermdglichte und fehlende Anamnesen der Patienten.

Fiir Folgeuntersuchungen wiirden in Wien und Berlin -sofern es die Kapazitit des dortigen Per-
sonals ermoglichte- einzelne weitere Gewebeproben zur Verfligung stehen. Au3erdem sind Pro-
ben in London vorhanden, sofern die Human Tissue Authority eine Ausfuhrgenehmigung erteilen
wiirde (Kap. 10.3).

Beispielsweise war es nicht moglich die Proben mit Mutationen im p53-Gen in die Zeiteinheiten
150, 100 und 50 Jahre einzuteilen, da zu wenig aussagekréftige Proben in diese Kategorien ein-
geteilt werden konnten. Daher konnten keine genetischen Verdnderungen zwischen den Zeitin-
tervallen und damit den dufleren Einflussfaktoren im Laufe der Zeit untersucht werden.
Weiterhin konnten die Tumormutationen nicht mit dem Verlauf von Therapien in Verbindung
gebracht werden. Da bei keinem Préparat sichtbare chirurgische Eingriffe beobachtet werden
konnten, ist davon auszugehen, dass die Krankheit -wenn iiberhaupt- erst in einem spiten Sta-
dium diagnostiziert wurde. Da keine Patientenakten existieren, kann auch nicht ermittelt werden,
ob eine anderweitige Behandlung, z.B. in Form einer Bestrahlungstherapie, zur Linderung der
Beschwerden durchgefiihrt wurde.

AuBerdem wurden die Bestandteile der Konservierungsfliissigkeiten nicht bis ins Detail analy-

siert (Kap. 10.2), so dass weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten.

10.5 Weiterfiihrende Fragestellungen

Nachdem in dieser Arbeit festgestellt werden konnte, dass es Verdnderungen im Mutationsspekt-
rum von Magenkarzinomen innerhalb von 60 Jahren gibt, stellt sich die Frage, ob dieses Phéno-
men spezifisch filir diesen Karzinomtyp ist oder ob es auch andere Karzinome betrifft. Verdn-
derte Erkrankungshdufigkeiten sind beispielsweise auch von Lungen- und Blasenkarzinomen
bekannt.

Da Verdnderungen bei Lungenkrebs in erster Linie auf das verdnderte Rauchverhalten, Bestand-
teile des Zigarettenrauchs und andere iiber die Lunge aufgenommene Umweltgifte zuriickzufiih-
ren sind, stellt eine solche Untersuchung wenig neue Erkenntnisse in Aussicht. Eine Analyse von

Tumormutationen in Blasenkarzinomen wiirde sich vielversprechender gestalten, da die Inzidenz
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stetig steigende Raten zu verzeichnen hat (Parkin et al. 2005) und eine geographische und ge-
schlechtsbedingte Stratifizierung zu beobachten ist. Litlekalsoy et al. (2007) konnten bei der
Untersuchung von fiinf bis 70 Jahre alten in Paraffin eingebetteten Biopsien von Blasenkarzi-
nompatienten zeigen, dass immunhistochemische Unterschiede bestehen, die sie auf verdnderte
Phinotypen in dieser Zeitspanne zuriickfiihrten. In der detaillierten Analyse der verschiedenen

Marker konnten weiterfiihrende Studien eine Grundlage finden.

In zwei Proben wurden silent-Mutationen identifiziert, die dem Tumor keine offensichtlichen
Wachstumsvorteile gegeniiber anderen Zellen bringen. Auch hier konnten weiterfiihrende Ana-
lysen einsetzen, um Mutationen in anderen Exons oder Genen zu identifizieren, deren Auftreten

die Entstehung des Karzinoms erkldren kann.

Eine weitere Anschlussuntersuchung bietet sich durch den erfolgreichen Nachweis von H. pylori.
Da verdnderte Tumormutationen innerhalb von 60 Jahren festgestellt werden konnten, stellt sich
die Frage, ob und in welcher Weise genetische Verdanderungen in H. pylori auBerhalb von resis-
tenztypischen Mutationen in dieser Zeitspanne festgestellt werden konnen. Hintergrund wire die
Annahme, dass ein verdndertes Milieu im Magen, z.B. durch veridnderte Erndhrungsweise des

Wirts, einen Einfluss auf das Lebensmilieu der Magenbakterien haben konnte.
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11 Zusammenfassung

Krebserkrankungen sind das Resultat komplexer Vorgénge und Verdanderungen. Eine wichtige
Variable in der Initialisierung ist die Interaktion zwischen Genotyp und Umwelt. Da Magenkar-
zinome zu den wenigen Krebserkrankungen gehoren, bei denen im letzten Jahrhundert ein deut-
licher Riickgang in der Inzidenz beobachtet werden konnte (Becker 2006), stellt sich die Frage,
ob es Unterschiede in der genetischen Ausstattung von historischen Tumorgenomen im Ver-
gleich zu rezenten gibt.

Als typisches Zielgen fiir Tumormutationen wurde das Tumorsuppressorgen p53 untersucht. Au-
Berdem wurde Helicobacter pylori (H. pylori) als Risikofaktor fir die Entstehung von Ma-

genkarzinomen in den historischen Proben identifiziert.

Insgesamt standen 51 Gewebeproben von Magenkarzinompatienten aus den Medizinhistorischen
Museen Berlin und Ziirich, dem Pathologisch-anatomischen Bundesmuseum Wien sowie der
anatomischen Sammlung der Universitdt Tartu zur Verfiigung. Bei 47 Proben handelte es sich
nach histologischer Diagnose um Magenkarzinome. Die Proben sind zwischen 50 und 180 Jahre

alt und wurden in Konservierungsfliissigkeiten unbekannter Zusammensetzung gelagert.

Von 45% der Proben konnten vollstdndige Sequenzen der Exons 5 bis 8 des p53-Gens generiert
werden.

Es konnten Verdanderungen im Mutationsspektrum und in der Lokalisation der Mutationen in den
historischen Proben im Vergleich zu rezenten Tumormutationen festgestellt werden. Die Muta-
tionsfrequenz betrug 52%. Insgesamt wurden zehn verschiedene Mutationsereignisse in pS3 bei
elf verschiedenen Proben detektiert, wobei drei Proben von zwei Mutationen betroffen waren.
Zwei Mutationen fithren direkt (Q144X) bzw. indirekt (S166fs) zu der Entstehung von Stopp-
codons. Zu einem Verlust des p53-Proteins bei gleichzeitiger Akquirierung onkogener Funktio-
nen kommt es durch die Hotspot-Mutation R248W (Wang & El-Deiry 2007). Zu einer Zunahme
der Funktionsfdhigkeit (gain-of-function) kommt es aulerdem durch die Mutation K291E. Die
Mutation E271K ist an einer splice site lokalisiert, so dass das Exon nicht in die mRNA iiber-
nommen werden kann. Die Konsequenzen der anderen Mutationsereignisse sind nicht eindeutig
belegt, scheinen aber einen geringeren Einfluss auf die Funktionalitdt von p53 zu haben.
Abweichend zu rezenten Magenkarzinomen konnte die Mutation M246K als Hotspot der histo-
rischen Proben identifiziert werden. Insgesamt waren nur vier historische Mutationen bisher aus
rezentem Magenkarzinomgewebe beschrieben, davon die Mehrheit in Studien mit asiatischen

Patienten. Die verdnderten Mutationen der historischen Magenkarzinome konnen als Hinweis
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auf Verdnderungen in den karzinogen wirkenden Einflussfaktoren dienen, etwa eine verdnderte

Lebens- und Erndhrungsweise durch die Einfiihrung von Kiihiméglichkeiten fiir Lebensmittel.

Der Risikofaktor H. pylori konnte in 70% der Gewebeproben sicher nachgewiesen werden. Der
Anteil der Trager des Virulenzfaktors cag betrug 44%.

73% der Proben mit p53-Mutation waren nachweislich mit H. pylori und davon wiederum 63%
mit einem cag-positiven Stamm infiziert. Die Infektion ermdglicht eine Teilerkldrung fiir die
untypische Lokalisation der Mutationen, da H. pylori-induzierte Mutationen seltener an Magen-
karzinom-Hotspots vorkommen (Murakami et al. 1999).

Es konnten keine resistenztypischen Mutationen gegen das Antibiotikum Clarithromycin in den

historischen Geweben identifiziert werden.

Die vorliegende Arbeit konnte p53-Mutationen und das Bakterium H. pylori in den historischen
Gewebeproben identifizieren. Ein verdndertes Mutationsspektrum und die verdnderte Lokalisa-
tion der Mutationen geben den Hinweis, dass sich die Einfliisse auf die Entstehung der Magen-

karzinome im letzten Jahrhundert verandert haben.
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13 Anhang

13.1 Abkiirzungen und Einheiten

Abkiirzung Bedeutung

% Prozent

& und

= gleich

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

uM Mikromolar

Abb. Abbildung

aDNA ancient DNA

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

bzw beziehungsweise

ca. circa

cm Zentimeter

cm® Kubikzentimeter

C threshold cycle

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat

del Deletion

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxynucleosidtriphosphat
dsDNA doppelstrangige DNA

ed. editor, Herausgeber

et al. et alii, und andere

g Gramm

h Stunde

Hrsg. Herausgeber

HVR Hypervariable Region

Hz Hertz

ie.S. im engeren, eigentlichen Sinn
iw.S. im weiteren Sinn

Kap. Kapitel

M molar

mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

min Minute(n)

ml Milliliter

mM Millimolar

mt mitochondrial

m/z Masse-zu-Ladung-Verhéltnis
n.Chr. nach Christi Geburt

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
pH potentia hydrogenii, Protonenaktivititsexponent
pmol Picomol

® rechtlich geschiitzt

ROX 6-Carboxylrhodamin

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
SBE single base extension

sec Sekunde(n)

SNP single nucleotide polymorphism
STR short tandem repeat

Tab. Tabelle

Taq-Polymerase Thermus aquaticus-DNA-Polymerase
TBE Tris-Borat-EDTA

™ Trademark

U unit, Einheit fir Enzymaktivitit
uv Ultraviolett

\'% Volt
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Abkiirzung Bedeutung

v.Chr. vor Christi Geburt
vgl. vergleiche

z.B. zum Beispiel

A Wellenlidnge

TUB-Code

Adenin
nicht A
Cytosin
nicht C
Guanin
nicht G
GoderT
A oder C
A,C,G,oderT
A oder G
Coder G
Thymin
Uracil
nicht T
Aoder T
Coder T

“Eg<CcH®VLEIZZIATZQUOWT >

13.2 Verwendete Gerite, Einwegmaterialien, Hilfsmittel und Chemikalien

Geréte Hersteller

ABI PRISM" 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems
ABI PRISM™ 3130x1 Applied Biosystems
ABI PRISM™ 7900HT Applied Biosystems

Demineralisationsanlage Typ LAB-UPW

DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler® gradient
DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler™ personal
DNA Thermal Cycler Typ Mastercycler™
DNA-Extraktor Biorobot” EZ1

Elektrophoresekammern Horizon™ 1060 BD 11-14 (11x14 cm)

Elektrophoresekammern Horizon™ 1060 BD 58 (5%8 cm)
Elektrophoreskammern Middi large horizontal (15%17 cm)
Elektrophoreskammern Mini horizontal (8x10 cm)

GC: TRACE MS Ultra

Gel Jet Imager & Analyser mit Software IntasGel Capture
Glaskapillaren, 310 Capillaries 47-cm x 50 um 5/pkg

IBM PC P4, WinXP

Magnetriihrer Ikamag® RET, Ikamag"® MTC. Tkamag® RH
MicroTOF

MS: DSQ

pH 211 Microprocessor pH Meter

Power Macintosh G3

Power Macintosh G4

Prazisionswaage exelence, Typ E 1200S

Stromversorgung Typ ST606 Electrophoresis Power Supply
Tecan Ultra” Microplate Reader

Test-tube-Rotator 34528

Thermomixer Comfort

TissueLyser LT

Tissue Lyser LT Adapter, 12 Tubes

TKA Wasseraufbereitungsanlage GmbH
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Qiagen

Gibco BRL

Gibco BRL

G&P Kunststofftechnik
G&P Kunststofftechnik
Thermo Finnigan

Intas

PE Applied Biosystems
Dell Inc.

Janke & Kunkel Ika-Werk
Bruker Daltonik
Thermo Finnigan
Hanna Instruments
Apple Computer Inc.
Apple Computer Inc.
Satorius

Gibco BRL

Snijders
Eppendorf
Qiagen
Qiagen
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Gerite Hersteller

UV-Lampe Typ LK-30 Konrad Benda Laborgerite u. Ultraviolettstrahler
Variable Mikroliterpipette Discovery 0,5 — 10 pl ABIMED

Variable Mikroliterpipetten Reference®, Typ 4810, Eppendorf

Satz 0,5 — 10 pl, 2 —20 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl

Vortexer, lab dancer IKA

Vortexer, Vibrofix VF1 Janke & Kunkel, Ika-Werk
Wiérmeschrank Heraeus Typ B6028
Wasser-Destilliergerédt, Typ Muldestor Wagner & Munz
Zentrifuge miniSpin Eppendorf

Zentrifuge Typ 5415R Eppendorf
Einwegmaterialien und Hilfsmittel Hersteller

Einmaluntersuchungshandschuhe Peha®-safe, Peha”-soft Hartmann
Einmaluntersuchungshandschuhe Nitratex EP, non sterile Ansell

Eppendorf Reaktionsgefile (0,5 ml) safe-lock Eppendorf

Eppendorf Reaktionsgefile (2,0 ml) safe-lock Eppendorf

GC/MS-Kapillarsdule, VF-5ms 30m x 25 mm ID, Varian

Filmdicke 0,25 pm

Gesichtsmasken Klinidrape® Maolnlycke Health Care Inc.

Kimwipes® Lite Kinberley Clark®

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems

OP-Haube Astronautenform Surgine® Malnlycke Health Care, Inc.

Parafilm® M American National Clan™

Pipettenspitzen: blaue Spitzen 1ml Sarstedt

Pipettenspitzen: gelbe Spitzen 100ul Sarstedt

Pipettenspitzen: Standardtips 10pul Eppendorf

Pipettenspitzen: Standardtips 10pl silber Eppendorf

Préparierte Probenrohrchen, Sml mit 4.5% Kabe Labortechnik

Formalinlésung als Fixativ

SPME-Faser Carboxen/Polydimethylsiloxan 75um Supelco

96-Well Microtiter Plates Corning® Microtest

Chemikalien und Kits Hersteller

1 kb DNA-Leiter Invitrogen, Life Technologies

(Molekulargewichtslangenstandard)

10x PCR Buffer 11 Perkin Elmer Cetus

ABI Prism” BigDye" Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

Agarose Roti“garose Roth

Albunin (BSA), molecular biology quality Roche

Alconox (Detergenz) Aldrich

AmpliTaq Gold™ DNA-Polymerase (5 U/pul) Perkin Elmer Cetus

Aqua bidestillata eigene Herstellung

BigDye" Terminator v1.1 & v3.1 5x Sequencing Buffer Applied Biosystems

BioRobot"EZ1 DNA Tissue Kit Qiagen

Borséure, p.a. Merck

Bromphenolblau, p.a. Serva

dNTP Mix Perkin Elmer Cetus

Ethanol absolut, p.a. Zander-Gottingen, Nordbrand-Norhausen;
Abfiillung Universitétsklinikumsapotheke
Gottingen

Ethidiumbromid, wéssrige Losung 1% (w/v), 10 mg/ml Serva

Exonuclease I Reaction Buffer 10x New England Biolabs

Exonuclease I New England Biolabs

Extran® Typ AP13 alkalisch mit Detergenzien Merck

GeneScan™ -120 LIZ™ Standard Applied Biosystems

GeneScan™ -500 ROX™ Standard Applied Biosystems

Hi-Di™ Formamid Fluka

Isopropanol, p.a. Merck
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Chemikalien und Kits Hersteller

K562, genomische DNA Promega
LiChrosolv® HPLC — Wasser Merck

MgCl, Solution 2 mM Perkin Elmer Cetus
MinElute™ PCR Purification Kit Qiagen

NucleoSEQ Kit MACHEREY-NAGEL
Oligonucleotide, HPLC-Grade TIB-MOLBIOL
PicoGreen dsDNA quantitation reagent MoBiTec

POP4™ (performance optimized polymer) Applied Biosystems
POP6™ (performance optimized polymer) Applied Biosystems
POP7™ (performance optimized polymer) Applied Biosystems
Proteinase K Qiagen

Qiagen” Multiplex PCR Kit Qiagen

rAPid Alkaline Phosphatase Roche

Salzsdure rauchend, HCI, 37%, p.a. Merck

Tris (Tri[hydoxymethyl]aminoethan), Trizma™ Base, p.a. Sigma

13.3 Verwendete Software und Internetseiten

Software

Hersteller

ABI PRISM® 310 Data Collection (Version 3.1.0)

Applied Biosystems

ABI PRISM" 310 Sequencing Analysis (Version 5.1.1) Applied Biosystems
ABI PRISM" 310 GeneScan-Analysis (Version 3.1.2)  Applied Biosystems

ABI PRISM" 310 GeneScan-Analysis (Version 2.1)
ABI PRISM® 310 Collection (Version 2.0.2)
EditSeq™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2)

Applied Biosystems
Applied Biosystems
DNAStar Inc.

PrimerSelect™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2) DNAStar Inc.

MegAlign™, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2)

SDS (Version 2.1)

SeqMan™II, DNAStar Lasergene 8 (Version 8.0.2)

XFluor4 Software

DNAStar Inc.

Applied Biosystems

DNAStar Inc.

Tecan Ultra microplates reader

Internetseiten

http://p53.free.fr/index.html
www.kazusa.or.jp/codon
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www-p53.iarc.fr/p53aim.html
http://www.socr.ucla.edu/SOCR.html

13.4 Langenstandards

Léngenstandard
1 Kb Leiter, Invitrogen, Life 75 -134—-154-201-220—-298 —344 — 396 — 506 — 517 — 1018 — 1636 — 2036
Technologies (Grofen in bp) —3054 - 4072 - 5090 — 6108 — 7126 — 8144 — 9162 — 10180 — 11198 — 12216
GeneScan 120 LIZ 15-20-25-35-62-80-110-120

(in bp), Applied Biosystems

GeneScan 500 ROX 35-50-75-100-139 - 150 - 160 — 200 — 250 — 300 — 340 — 350 — 400 — 450

(in bp), Applied Biosystems —490 — 500
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13.5 Einzeltypisierungsergebnisse der autosomalen STRs und Amelogenin

Tab. 38: Ergebnisse der autosomalen Analysen der Proben aus Berlin. Die Untersuchungen erfolgten mit
der abteilungsinternen Oktaplex (Schilz 2006) und mit der Heptaplex (Pfister 2008, Hollerbuhl 2009).
Legende gilt fiir alle folgenden Tabellen: Gewebetyp K: Kontrollgewebe, Gewebetyp T: Tumorgewebe,

k.A.: keine Analyse durchgefiihrt, da das System nicht im Kit vorhanden ist; ( ): unsicheres Allel
Probe  Extr./  D13S317 D21S11 Amelo- D18S51 THO1 D5S818 FGA CSF1PO VWA D3S1358

Gewebe genin
c/K 11/12 28 XY k.A. k.A. 11712/ (20)/(23)  (10)/(11) 14/17/19 17
33/ 13
1947 k/K 11/12 28/30 XY k.A. k.A. 11/12/ 20/23 8/11 14/(16)/19 17/18
13
B1/T 12 31 XY 14/20 6/9.3 13 22/24 k.A. k.A. k.A.
qll/T 11/13 15 6/9 24 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 11/12 28/(30/31) XY (14/15/ 6/(9/  11/12/13  20/23/24  (8/10)/11 14/19 17/(18)
Genotyp 20) 9.3)
c/K 8/12 31.2 XY k.A. k.A. 11 19/25 12/13 14/17 14/18
746/ q/K 8/12 31.2 XY k.A. k.A. 11 19/25 12/13 14/17 14/18
1951 k/T 8/12 31.2 XY k.A. k.A. 11 19/25 12 14/17 14/18
t/T 8/12 31.2 XY 12/17 7/9 11 19/25 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 8/12 31.2/- XY 12/17 7/9 11/- 19/25 12/13 14/17 14/18
Genotyp
c/K 9/12 28/29 XY k.A. k.A. 13/(15)  (18)/(23) 10/11 15/18 14/15
176/ k/K 9/12 28/29 XY k.A. k.A. 12 18/23 10/11 15/18 14/15
1952 t/T 9/12 29 XY 15/17 8/9.3 12 18/23 k.A. k.A. k.A.
B1/T 9/12 28/29 XY 15/17 8/9.3 12 18/23 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 9/12 28/29 XY 15/17 8/9.3 12/(13) 18/23 10/11 15/18 14/15
Genotyp
c/K 11/14 29/(30)/(31) XY k.A. k.A. (12) (18)/(19) 10/12 17/18 14/15
415/ k/k 11/14 29/(30)/(31) XY k.A. k.A. 12 18/19 10/12 17/18/19 14/15
1953 u/T 11/14 29 XY 14/15 6/9.3 12 18/19 k.A. k.A. k.A.
B1/T 11/14 29/31 XY 14/15 6/9.3 12 18/19 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 11/14 29/31 XY 14/15 6/9.3 12/- 18/19 10/12 17/18 14/15
Genotyp
c/K 12/13 27/(28)/ X k.A. k.A. 9/11 21/22 9/11 17/18 14/15
461/ (29)/30
1953 k/K 12/13 27/(28)/ X k.A. k.A. 9/11 21/22 9/11 17/18 14/15
(29)/(30)
t/T 12/13 27 X 14/17 8/9 9/11 (21)/22 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 12/13 27/30 X/X 14/17 8/9 9/11 21/22 9/11 17/18 14/15
Genotyp
c/K 11 28/30 X k.A. k.A. 11/13 (20)/(23) (8)/10 14/19 11/13
29/ B2/K 11 28/30 X k.A. k.A. 11/12 20/23 8)/11 14/19 11/13
1955 k/T 11 (27)/28 X 7 k.A. k.A. k.A.
B2/T 11 28/30 X 14 7/9.3 11/13 20/23 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 11/11 28/30 X/X (14) 7/(9.3) 11/13 20/23 8/(10/11) 14/19 11/13
Genotyp
c/K 11 30 XY k.A. k.A. 11/12 20 14/16 15
734/ q/K k.A. k.A. 13.2/18
1955 k/T 8 XY k.A. k.A. 12
qll/T 11 30 X k.A. k.A. k.A.
Gesamt- (8)/11 30/- XY -/- -/- (11/12) (20/-) (12/-) (13.2/14/ (15/-)
Genotyp 16/18)
c/M 12/13 30) X k.A. k.A. 10/12 20/22 10/11 12/17 15/16
1113/ k/M 12/13 30 X k.A. k.A. 10/12 20/22 10/11 12/17 15/16
1955 t/T 12/13 30 X 14/17 6/7 10/12 20/22 k.A. k.A. k.A.
B3/T 12/13 30 X 14/17 6/7 10/12 20/22 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 12/13 30/30 X/X 14/17 6/7 10/12 20/22 10/11 12/17 15/16
Genotyp
c/M 8/11 30/31.2 X k.A. k.A. 12 20 10 15/19 15/18
1160/ k/M 8/11 30/31.2 X k.A. k.A. 12 20 10 15/19 15/18
1955 t/ T 8/11 30/31.2 X 12/18 6/9 12 20 k.A. k.A. k.A.
B1/T 8/11 30/31.2 X 12/18 6/9 12 20 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 8/11 30/31.2 X/X 12/18 6/9 12/12 20/20 10/- 15/19 15/18

Genotyp
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c/M 11 30(31)/ X k.A. k.A. 11 20/24/ 10/12 14/16 15/18
949/ (31.2)/32.2 (25)
1956 k/M 11 30(31)/ X k.A. k.A. 11 20/24 10/12 14/16 15/18
(31.2)/
(32.2)
t/T 11 30/32.2 X 14/18 9 11 20/24 k.A. k.A. k.A.
B1/T 11 30/32.2 X 14/18 9 11 24 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 11/11 30/32.2 X/X 14/18 9/- 11/11 20/24 10/12 14/16 15/18
Genotyp
777/ c/M 12/13 28/30.2 X k.A. k.A. 12 20/23 11/13 16/18 15
1959 k/M 12/13 28/30.2 X k.A. k.A. 12 20/23 11/13 16/18 15
u/T 12/13 28/32.2 X 13/20 6/8 12 20/23 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 12/13 28/32.2 X/X 13/20 6/8 12/12 20/23 11/13 16/18 15/-
Genotyp
c/M (11)/12 28/30 XY k.A. k.A. 11/12 19/22 10/11 17/18 15/17
722/ k/M 11/12 28/30 XY k.A. k.A. 11 19/22 10/11 17/18 15
1960 t/T 11 XY 18 11/12 19/22 k.A. k.A. k.A.
BL/T 11/12 XY 9.3 11 19 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 11/12 28/30 XY (18) 9.3) 11/12 19/22 10/11 17/18 15/18
Genotyp
c/M 9/12 332 XY k.A. k.A. 11/12 23/(25) 9/12 13/18 17/18
741/ k/M 9/12 332 XY k.A. k.A. 11/12 23/25 9/12 13/18 17/18
1963 t/T 9/12 332 XY 16/18 7/9 23/25 k.A. k.A. k.A.
B1/T 9/12 33.2 XY 16/18 7/9 11/12 23/25 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 9/12 33.2/33.2 XY 16/18 7/9 11/12 23/25 9/12 13/18 17/18
Genotyp
c/M 8/12 29/(30) X k.A. k.A. 10/11 @21 11 14/17 15/18
1234/ k/M 8/12 29 X k.A. k.A. 10/11 21 11 14/17 15/18
1964 u/T 8/12 29/34.2 X 13/16 6/9.3 10/11 21 k.A. k.A. k.A.
Bl/T 8/12 29/(30/ X 13/16 6/9.3 10/11 21 k.A. k.A. k.A.
33.3/34.2)
Gesamt- 8/12 29/34.2 X/X 13/16 6/9.3 10/11 21/21 11/- 14/17 15/18
Genotyp
1294/ c/K 9/11 28/29 XY k.A. k.A. 11 20/22 11/12 13.2/18 14/17
1964 k/T 9/11 29 XY k.A. k.A. 11 20/22 11/12 18 14/17
t/ T 9/11 28/29 XY 15/17 6/8 11 20/22 k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 9/11 28/29 XY 15/17 6/8 11/11 20/22 11/12 (13.2)/18 14/17

Genotyp
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Tab. 39: Ergebnisse der autosomalen Analysen der Proben aus Tartu

Probe Extr./ D13S317 D21S11 Amelo  D18S51 THO1 D5S818 FGA
Gewebe
T1/K XY 14/17 9.3) 10/11 23
430 T3 /K 12/14 X 15/17 9.3 22/23
T3/T 9/11 31.2 6 9 23
T5c¢/T 9 XY 7 23
Gesamt-Genotyp ~ 9/(11/12/14) 31.2) XY (14/15)/17  (6/7)/9.3  (9/10/11)  (22)/23
T3/K 30 X
432 TL/T 9 X 7 11
T3/T 11 33 Y 18 6 11
Gesamt-Genotyp (9/11) (30/33) XI(Y) (18) (6/7) 11/- -/-
T1/K 9)/11 31.2/33 XY 13/18 6/7 9/11 22/(23)
434 T3/K 9/11 31.2/33 XY 13/18 6/7 9/11 22/23
T1/T 911 31.2/33 XY 13/18 6/7 9/11 22/(23)
T3/T 9/11 31.2/33 XY 13/18 6/7 9/11 22/23
Gesamt-Genotyp 9/11 31.2/33 XY 13/18 6/7 9/11 22/23
T1/K 8/11 27/30.2/31.2 X 17 9.3 12 19/22
443 T3/K 8/11 27/(28)/ X 17 9.3 12 19/22
30.2/31.2
T1/T 8/11 27/(28)/ X 17 9.3 12 19/22
30.2/31.2
T3/T 8/11 27/(28)/ X 17 9.3 12 19/22
30.2/31.2
Gesamt-Genotyp 8/11 27/(28)/ X/X 17/17 9.3/9.3 12/12 19/22
30.2/31.2
T1/K 11/12 X 17 6/9.3 10/12 21
444 T3 /K 11/12 30 X 14/17 6/9.3 10/12 21
T1/T 11/12 28) X 14/17/18 6/9.3 10/12 21/(22)
T3/T 11/12 28 X 14/17 6/9.3 10/12 20/21/22
Gesamt-Genotyp 11/12 28/(30) X/X 14/17 6/9.3 10/12 21/22
448 T1/T X
T3/T X
Gesamt-Genotyp -/- -/- X/- -/- -/- -/- -/-
T1/K 9.3 12
T1/K 9
449 T1/T 32.2/33.2
T1/T Y
T3/T X
Gesamt-Genotyp -/- (32.2/33.2) X/Y) -/- (9/9.3) (12) -/-
T1/K 10/11 (10) 9
455 T1/K 7
T3 /K 11
T3/T 6
Gesamt-Genotyp (10)/11 -/- -/- -/- (6/7) ) -/-
T1/K 12 XY 9.3 12
T3/K 8/12 XY 6/9 12
T5¢TL/K 8/12 XY 9 12
456 T1/T 12 322 XY 9 12 21
T1/T 8/12 322 XY 9/9.3 12 21/24
T3/T 8/12 XY 17 9/9.3 12 21/24
TS5cTL /T 8/12 XY 16/ (21) 9 12 21
Gesamt-Genotyp 8/12 32.2/32.2 XY (16/17/21) 9/9.3 12/12 21/24
T1/K 8/(11)/12 X 93
593 T3 /K 11/13 X 16 6 20
T1/T 8 X 17 6/9 19/20/24
T3/T (11y12 X 16 6 20
Gesamt-Genotyp ~ 8/11/12/(13) -/- X/X 16/(17) 6/(9/9.3) -/- 20/(24)
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Tab. 40: Ergebnisse der autosomalen Analysen der Proben aus Wien
Probe Extr./ D13S317 D21S11 Amelo D18S51 THO01 DSS818 FGA CSF1PO VWA D3S1358
Gewebe
d/K k.A. k.A. 12
476 g 12 kKA. KA.
m k.A. k.A. 11
q k.A. k.A. 12 17
Gesamt- (12)/- -/- -/- k.A. k.A. 12/- -/- (11)/- (17)/- -/-
Genotyp
11773 d/K k.A. k.A.
h/T k.A. k.A. 11 11
Gesamt- -/- -/- -/- kA. kA. (11)/- -/- (11)/- -/- -/-
Genotyp
d/K X k.A. k.A. 11 16
1003 W1/K 12 k.A. k.A. k.A.
q 8 X k.A. k.A. 12/13
Gesamt- 8)/- -/- X/- -/- -/- 12/(13) -/- (11)/- -/- (16)/-
Genotyp
d/K 11/12 X k.A. k.A. 10/11 (24) 16/19
4674 g/K 11/12 X k.A. k.A. 10/11 16 15
m 11 X k.A. k.A. 11
o 11 X k.A. k.A.
Gesamt- 11/12 -/- X/X k.A. k.A. 10/11 -/- -/- 16/(19) -/-
Genotyp
d/K 9 27/28/ 9 22 10/11 15/(17)/18 14/16
12675 29.2/30.2
f2/K XY 13/21 6/9 22
W1/K 30 k.A. k.A. k.A.
W1/T 27/(28/ 13/21 6/9 k.A. kA. k.A.
29.2)/30.2
Gesamt- ) 27728/ (X/Y) 1321 6/9 ) 22/- (10/11)  (15/18) (14/16)
Genotyp 29.2/30.2
d/K 14 30/31 k.A. k.A. (11)
33003 W1/K 29 k.A. k.A. k.A.
q/T k.A. k.A. 11 23 15 17
Gesamt- (14)/- (29/30/31) -/- kA. kA. (11)/- (23)/- -/- (15)/- 17)/-
Genotyp
d/K 12 XY k.A. k.A. 12 17
5474 g/K 8/12 Y k.A. k.A. 11 22 11 11/15
q/T KA. KA.
Gesamt-  (8)/12 - XY kA kKA. (11/12) 22)/- (1D~ (11/15/17)
Genotyp
14446 d/K k.A. k.A. 11
h/ Y k.A. k.A. 11
Gesamt- - - J(Y) kA. kA - - (1)~ (1)~ -
Genotyp
d/K 8 XY k.A. k.A. 14
11807 h/K k.A. k.A. 19/22 (10)/11
q/T k.A. k.A. (12)/13 23/24 16/17 (16)/17
Gesamt- 8)/- -/- X7Y) kA. kA. 13/- (19/22/23/24) (11)/- (14/16/17) (17)/-
Genotyp
d/K 8/12 27/28/ XY k.A. kA. 11/12 22 10 14/17 14/(16)
11808 29.2/30.2
f/K XY 13/21 6/9 k.A. k.A. k.A.
f2/K 27/30.2 XY 13/21 6/9 22 k.A. k.A. k.A.
Gesamt-  (8/12) 27/30.2 X/Y 13/21 6/9  (11/12) 22/- (105~ (14/17) (14/16)
Genotyp
d/K 12 28) X kKA. kA
18616 f2/K 28/31.2 X 13 5/8 22/23/27
/32.2
m/o/K (8.2)/12 28 X k.A. k.A. 10/11 23/27 11/13 13/18 15/16
WI1/K 12 X 12/13 8 10/(11) k.A. k.A. k.A.
W1/T 12 X 13 8 10/(11) k.A. k.A. k.A.
Gesamt- 12/- 28/312/  X/X (1213 (58  10/11 23/27 (A1/13)  (13/18) (15/16)
Genotyp 32.2)
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Tab. 41: Ergebnisse der autosomalen Analysen der Proben aus Ziirich

Probe Extr./Gewebetyp D13S317 D21S11 Amelo D18S51 THO1 D5S818 FGA
Z1/K 10/12 X 7/9/9.3 11/12 23
322/1906 Z3/K 10/12 XY 15/17 7 11/12 23
Z1/T 10 XY 7/9.3 11 23
Z3/T 10/12 X/Y 15 7/9.3 11 23
Gesamt-Genotyp 10/12 -/- XY 15/(17)  7/9.3 11/12  23/23
Z1/K 8/11 29/31 XY 12 8/9.3 11/12 20/22
774/1930 Z3/K 8/11 29/31 XY 12 8/9.3 11/12 20/22
Z1/T 8/11 29/31 XY 12 8/9.3 11/12  20/22
Z3/T 8/11 29/31 XY 12 8/9.3 11/12  20/22
Gesamt-Genotyp 8/11 29/31 XY 12/- 8/9.3 11/12 20722
Z1/K 8/11 29/30 X 14/16 6/8 10 22/24
1356/1935 Z3/K 8/11 29/30 X 14/16 6/8 10 22/24
Z1/T 8/11 29/30 X 14/16 6/8 10 22/24
Z3/T 8/11 29/30 X 14/16 6/8 10 22/24
Gesamt-Genotyp 8/11 29/30 X/X  14/16 6/8 10/10  22/24
| 8454/1951 | 74/ T 7
Gesamt-Genotyp -/- -/- -/- -/- 7)/- -/- -/-
74 /K 14
13901/1958 Z1/T 31.2/32.2
Z1/T 13
Gesamt-Genotyp -/- (31.2/32.2) -/- (14)/- -/- (13)/- -/-
1094/Z Z1/K 6
Z1/T 11
Gesamt-Genotyp -/- -/- -/- (11)/- (6)/- -/- -/-
| 1/z Z1/K X
Gesamt-Genotyp -/- -/- X)/- -/- -/- -/- -/-
Z1/K X 12
2/7Z Z1/K 11
Z2/T X/(Y) 6 12
Gesamt-Genotyp (11)/- -/- X/I(Y) (12)/- (6)/- (12)/- -/-
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14 Glossar

Hoffmann-La Roche AG et al. (1993)

Adenokarzinom: Carcinoma adenomatosum, Karzinom des driisenbildenden Gewebes; je nach
vorherrschenden Strukturen als alveoldres, papilldres, tubulédres, schleimbildendes, anaplasti-
sches Karzinom bezeichnet

Anilinkrebs: ein bei Anilinarbeitern nach oft langer Latenzzeit vorkommender ,,Aminokrebs* der
Harnblase durch aromatische Amine als Begleitstoff des Anilins; oft erst nach vorherigem Auf-
treten einer papillomatdsen Hyperplasie

Atrophie: Gewebsschwund infolge von Mangelerndhrung der Gewebe; allgemein bei Storung
des Gleichgewichts zwischen auf- und abbauenden Stoffwechselprozessen zugunsten des letzte-
ren

Autolyse: die Selbstverdauung (Autodigestion) abgestorbener bzw. absterbender Zellen durch
die aus Lysosomen freiwerdenden Enzyme, und zwar ohne Mitwirkung von Bakterien

Biospie: v.a. mikroskopische Untersuchung einer dem lebenden Organismus mittels eines In-
strumentes, z.B. einer Spezialkaniile; durch Exzision etc. entnommene Gewebsprobe

cDNA: complementary DNA; DNA, die mittels des Enzyms reverse Transkriptase aus DNA
synthetisiert wird

Cholangiokarzinomen: Gallengangskarzinom, von den intrahepatischen Gallengingen ausge-
hende bdsartiges Geschwulst

Duodenum: Zwdolffingerdarm

Dysplasie: Fehlgestaltung, Fehlbildung als Folge gestorter morphologischer Gewebs- und Or-
ganentwicklung; zytologisch: die epitheliale Dysplasie: Differenzierungsstorung des Platten-
epithels bis zu Entdifferenzierung der Zellen = intraepitheliales Karzinom

Eradikation: vollstdndige, ,,auf die Wurzel (Radix) gehende* Vernichtung = Ausrottung eines
Krankheitsgeschehens

Gastrin: ein von der Schleimhaut des Magenantrums produziertes- und den Driisen des Magen-
fundus und -korpus auf dem Blutweg zugefiihrtes- Peptidhormon aus 17 Aminosduren

Gastritis: durch dullere oder innere (exo- oder endogene) Faktoren verursachte, akute oder chro-
nische Magenschleimhautentziindung

Hypoxie: i.e.S. herabgesetzter Sauerstoffpartialdruck im arteriellen Blut; i.w.S. verminderte bis
unzureichende Sauerstoftfversorgung der Korpergewebe

Inflammation: Entziindung, vom -aktiven- Bindegewebe und den Blutgefdlen getragene Reak-
tion des Organismus auf einen dufleren oder innerlichen ausgelosten Entziindungsreiz mit dem
Zweck, diesen zu beseitigen oder zu inaktivieren und die reizbedingte Gewebsschddigung zu
reparieren
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intestinal: den Darmkanal, i.w.S. auch den Verdauungstrakt betreffend

Inzidenz: in der Epidemiologie die Anzahl neuer Erkrankungsfille in der Zeiteinheit; meist als
absolute Anzahl der Fille pro Jahr oder pro 100.000 Personen pro Jahr

Kardia: der Speiserdhren-Magen-Ubergang bzw. die Pars cardiaca ventriculi
Leiomyosarkom: ein bdsartiger Tumor vom Typ der glatten Muskulatur; meist von Haarbalg-

muskeln ausgehend; oft nur mit geringgradiger Zell- und Kernpolymorphie; wichtigstes Ma-
lignitétskriterium sind Zahl und Atypie der Mitose

LOH: loss of heterozygosity, Verlust der Heterozygotie; Ausschaltung des zweiten Allels durch
Mutation nach Defekt des ersten Allels

Magenkarzinom: Carcinoma ventriculi, Magenkrebs: bdsartiges epitheliales Geschwulst der Ma-
genschleimhaut

Malignitit: Bosartigkeit; die Neigung eines Krankheitsprozesses, fortzuschreiten, zerstérend zu
wirken und zum Tode zu fithren

Metaplasie: v.a. durch chronische Reize, Erndhrungs- oder Funktionsmangel ausgeloste Um-
wandlung eines regelhaft reifen (= voll ausdifferenzierten) Gewebes in ein embryologisch ver-
wandtes, dessen Zellen evtl. infolge andersgerichteter Differenzierung Formbesonderheiten auf-
weisen

Mortalitdt: Sterblichkeit; statistische Sterbeziffer: die Verminderung der Bevolkerungszahl durch
den Tod, i.e.S. die Prozentzahl der Todesfille in einem bestimmten Zeitraum, bezogen auf die
Gesamtbevolkerung oder auf Bevolkerungsteile

Non-Hodgkin-Lymphome: die malignen Lymphome mit Ausnahme der Lymphogranulomatose
(,,Hodgkin“-Krankheit)

Plattenepithelkarzinom: von der Epidermis, Plattenepithel-tragenden Schleimhéduten oder me-
taplasiertem Zylinderepithel ausgehendes Malignom mit ungleich groBen, atypischen, in Strén-
gen oder Nestern angeordneten Zellen

Pradisposition: Abschitzung des individuellen Risikos fiir die Krebsanfélligkeit

Pravalenz: epidem. Héufigkeit aller Félle einer bestimmten Krankheit in einer Population zum
Zeitpunkt der Untersuchung

Siegelringzelle: grofle runde Zelle mit schleimreichem Zytoplasma und randstindigem Kern

Skrotalkrebs: verhorntes Plattenepithelkarzinom der Hodensackhaut; bei Schornsteinfegern als
Berufskrebs

Spindelgifte: spindle poisons; die Bildung des Spindelapparates verhindernde bzw. den Bau ver-
dndernde oder die Funktion hemmende Substanzen; Mitosegift: chemisches Agens, das durch
Einwirkung auf den Ruhekern (G, S oder G, der Interphase) oder auf die Mitose (oder Meiose)
schidliche bis letale, meist irreversible Verdnderungen der Chromosomen oder Stérung des
Spindelapparates oder der Plasmateilung bewirkt
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szirrthoses Karzinom: Karzinom von besonders harter Konsistenz; es besteht aus Bindegewebs-
fasern, in die Tumorzellen eingestreut sind

Tumor: PI. Tumoren; allg. jede umschriebene Schwellung (,,Geschwulst™) von Korpergeweben

Tumor-Nekrose-Faktor (tumor necrosis factor, TNF): von Zellen des Makrophagen-/Monozyten-
Systems gebildeter oder gentechnologisch hergestellter Faktor, der selektiv zur Auflésung ma-
ligner Zellen fiihrt

Ulcus duodenum: Zwoélffingerdarmgeschwiir; Genese: neben erhohter Sauresekretion kommen
Storungen der Autoregulation, exogene Noxen, gesteigerte Motilitit und Defekte an schleim-
hautschiitzenden Mechanismen in Frage
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