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3. Zusammenfassung der Publikationspromotion

Um das Auftreten somatischer mitochondrialer Mutationen in neuroektodermalen Tumoren
zu untersuchen, analysierten wir das vollstdndige mitochondriale Genom von Patienten mit
Medulloblastom, pilozytischen Astrozytom und Neurofibromatose Typ 1 (NF1) — assoziierten
Neurofibromen. Die Mutationsanalysen wurden mittels Temporal Temperature
Gelektrophorese (TTGE) und direktem Sequenzieren der mitochondrialen DNA (mtDNA) aus
Tumorgewebe und korrespondierenden Blutlymphozyten und in der Gruppe der
Medulloblastompatienten zuséatzlich aus Liquorproben durchgefiihrt. In 15 von 30 Patienten
mit Medulloblastom (40%), in 16 der 37 Patienten (43%) mit Neurofibromen im Rahmen
einer NF1 und in 16 von 19 Patienten mit pilozytischen Astrozytom (84%) wurden
somatische mtDNA Mutationen gefunden. Die Verdnderungen wurden in kodierenden und
nicht kodierenden Abschnitten des mitochondrialen Genoms ohne tumorspezifische
Zuordnung nachgewiesen.

Sieben von acht Liquorproben der Patienten mit Medulloblastom enthielten mutierte mtDNA.
Patienten, deren Liquor nach Therapie frei von mtDNA Mutationen war und deren Liquor
andere Mutationen als die des Primartumors enthielt, erlitten kein Rezidiv. Der Patient,
dessen Liquor nach Ende der Therapie mtDNA Mutationen unverandert aufwies, erlitt ein
Tumorrezidiv.

Wir wiesen Mutationen der mtDNA, die in verschiedenen Fibromen unterschiedlicher
Lokalisation eines Patienten mit Neurofibromatose Typ 1 detektiert wurden, zudem im Blut,
in nicht betroffenen Hautgewebe und im Randgewebe des Tumors nach. Der Anteil der
mutierten mtDNA an der gesamten mtDNA nahm mit der anatomischen N&he zum
Tumorgewebe. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass mitochondriale
Mutationen bereits in Vorlauferzellen prasent sind und moglicherweise zur

Fibromentwicklung beigetragen haben.



3.1.Einleitung und Zielstellung

Mitochondrien und ihre Bedeutung fiir die Tumorgenese

Als Otto Heinrich Warburg 1924 erkannte, dass Tumorzellen Uber einen deutlich héheren
Anteil an Lactat im Vergleich zu gesunden Zellen besitzen, formulierte er seine Hypothese,
dass Tumorzellen den gréften Teil ihrer Energie durch anaerobe Glykolyse gewinnen
anstatt durch die in gesunden Zellen vorherrschende oxidative Phosphorylierung (Warburg-
Effekt) [1-3]. Mitochondriale Dysfunktionen kénnen zu einer veranderten Energieversorgung
der Zelle, einer Beeintrachtigung der Apoptose und zu einer erhdhten chromosomalen
Instabilitdt im Nukleus fiihren [4]. Spezifische Onkogene wie ras, src, her-2/neu, myc oder
des Tumorsuppressor-Gen p53 [5-7] greifen in den Stoffwechselmetabolismus von
Tumorzellen ein. Mitochondrien spielen eine wesentliche Rolle in der Regulation
apoptotischer Prozesse. Viele proapototische Proteine einschliellich Cytochrom C,
Apoptosis-inducing-factor (AIF), Endonuklease G und Smac/DIABLO sind in den
Mitochondrien lokalisiert [8].

In den letzten Jahren wurden somatische mitochondriale mtDNA Mutationen in einer Vielzahl
maligner Erkrankungen beschrieben [9-14]. Diese Mutationen treten in kodierenden und
nicht kodierenden Anteilen des mitochondrialen Genoms auf. Petros et al. konnten
paradigmatisch anhand eines Mausmodells den direkten Einfluss einer somatischen mtDNA
Mutation auf das Tumorwachstum nachweisen [15]. Die Transfektion von mtDNA T8993G in
Zellen der PC3 Prostata-Karzinom-Zelllinie fihrten zu einem Aminosaurenaustausch in der
ATP6-Untereinheit der mitochondrialen F1FO-ATPase. Nacktmaduse, die die T8993G
mutierten Cybrid-Zellen trugen, zeigten ein 7-fach erhéhtes Tumorwachstum im Vergleich zu
den Wildtyp-Cybriden T8993T. Die Ergebnisse dieser Arbeiten belegen nicht nur das multiple
Auftreten von somatischen mitochondrialen Mutationen in malignen Erkrankungen sondern

auch ihren direkten potentiellen Einfluss auf die Tumorgenese und Tumorbiologie.

Neuroektodermale Tumoren

Medulloblastom

Medulloblastome z&hlen zu den haufigsten malignen Hirntumoren bei Kindern und
Jugendlichen [16]. Sie sind hochgradig maligne, besitzen die Tendenz Uber den Liquorweg
zu metastasieren und neigen haufig zu Rezidiven [16]. Die Aussaat im Liquor, die einen
entscheidenden negativen Risikofaktor bei der Ersterkrankung wie auch im Rezidiv darstellt,
wird nach heutigen diagnostischen Kriterien durch zytopathologische und radiologische
Verfahren erfasst. Diesen beiden Methoden mangelt es an Sensitivitdt und sie sind zudem

stark vom Untersucher abhangig. Die Evaluation sensitiver und objektiver Tumormarker in



der Erkennung von Medulloblastomerkrankung im Liquor ist Ziel der heutigen Forschung.

Neurofibromatose Typ 1 assoziierte Tumoren

Neurofibromatose Typ 1 (NF-1) ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung [17].
Pathogenetisch sind Mutationen im nf-7 Tumorsuppressorgen bekannt, welche zu einer
verminderten Aktivitdt des Ras-GTPase-aktivierenden Proteins Neurofibromin fuhren [18-21].
Die haufigste und fast pathognomonische klinische Manifestation sind multiple niedriggradige
plexiforme und kutane Neurofibrome. Charakteristisch fur die NF-1 ist der variable Phanotyp
der Erkrankung [22]. Eine mdgliche Erklarung fir diese Variabilitdt kénnte das unabhangige
Vorkommen von kokarzinogenen Mutationen wie z.B. Mutationen mitchondrialer DNA und ihr

Einfluss auf die Biologie der betroffenen Zellen sein.

Pilozytische Astrozytome (PA)

Unter den primaren Hirntumoren im Kindes und- Jugendalter stellen die pilozytischen
Astrozytome mit einem Anteil von 30 % die grélte Gruppe dar [16, 23]. Als haufigste
genetische Veranderung ist bei PA lediglich eine Duplikation des BRAF-Protoonkogens
festgestellt werden, welche mit einer aberranten Aktivierung der MAPK-Signalwege
assoziiert ist [24]. Welche weiteren Faktoren die Entstehung und Biologie von PA

beeinflussen, bleibt unklar.

Medulloblastome, pilozytische Astrozytome (PA) und Neurofibrome bei NF-1 sind
Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter, welche abhangig von Lokalisation und
therapeutischen  Ansatzen mit  neurologischen,  kognitiven,  emotionalen  und
endokrinologischen Defiziten einhergehen.  Ziele der Forschung sind einerseits ein
verbessertes Verstandnis der Biologie dieser Tumoren, die neue therapeutische Ziele
identifiziert und andererseits die Entwicklung neuer Biomarker, die eine zuverldssigere
Diagnose und Quantifizierung der Tumorlast sowie bessere Beurteilung des Ansprechens auf
die Therapie ermdglichen.

Zielsetzung der Arbeit

Wir erwarteten, dass somatische Mutationen mitochondrialer DNA  als “biologischer
Fingerabdruck” der Tumore dienen und bei der Diagnosestellung und der Zuordnung zu
biologischem Verhalten eine Rolle spielen kénnen. Deshalb waren die Fragestellungen der
Promotionsarbeit wie folgt:

. Lassen sich somatische Mutationen im mitochondrialem Genom der jeweiligen
neuroektodermalen Tumorentitdten nachweisen?

. Lassen sich diese somatische mtDNA Mutationen tumorspezifischen Mustern zuordnen?



. Lassen sich bei Patienten der jeweiligen Tumorentitdten Keimbahnvariationen der
mitochondrialen DNA nachweisen und haben diese spezifische Muster?
. Lassen sich Korrelationen zwischen Anzahl und Muster somatischer mtDNA

Mutationen der Tumoren und dem klinischen Verlauf der Patienten erstellen?

In der Untersuchung der Tumoren von Patienten mit Medulloblastomen wurden folgende
weitere Fragestellungen bearbeitet:

. Lassen sich mtDNA und infolgedessen somatische Mutationen der mtDNA im Liquor
von Patienten mit Medulloblastom detektieren?

. Kdénnen diese Mutationen der mtDNA neue Biomarker/Tumormarker reprasentieren?

Bei der Analyse der Neurofibrome ergab sich folgende zusatzliche Fragestellung:

. Haben die somatischen Mutationen der mtDNA der Tumoren von einem Patienten einen

gemeinsamen Ursprung?

3.2. Methodik
Fir die Mutationsanalysen des gesamten mitochondrialen Genoms in Tumorgewebe, Blut-
und Liquorflissigkeit wurden drei verschiedene Verfahren angewendet: Temporal

Temperature Gel Electrophoresis (TTGE), direktes Sequenzieren und Long Range PCR.

3.2.1 Gelelektrophorese mit zeitlich begrenztem/definierten Temperaturgradienten

Treten Mutationen im mitochondrialen Genom auf, werden diese bei der Teilung der
Mitochondrien repliziert und zuféllig auf die Tochterzellen verteilt. Auf diese Weise kénnen
Tochterzellen entweder nur mutierte bzw. nur mtDNA vom Wildtyp enthalten. Hierbei
sprechen wir von Homoplasmie. Liegt die mtDNA in unterschiedlicher Quantitat von mutierter
und normaler Form vor, bezeichnet man den Zustand als Heteroplasmie. Im denaturierenden
Milieu schmilzt doppelstrangige mtDNA (dsDNA) bei bestimmten Temperaturen in
Abhangigkeit ihrer Basensequenz. Dieses Prinzip wird bei der TTGE ausgenutzt. Da die
jeweiligen Schmelztemperaturen von der Basenfolge abhangen, bewirkt jede Anderung der
Basensequenz eine Anderung der Schmelztemperatur [25]. Durch Mutationen veradnderte
DNA (Punktmutationen, Deletionen und Insertionen) zeigt ein anderes Laufverhalten im Gel

mit steigender Temperaturerhohung als Wildtyp-DNA.

3.2.2 Sequenzieren
Um die mittels TTGE Analyse aufgedeckten Mutationen der mtDNA zu verifizieren, wurden

die aufgereinigten PCR-Produkte sequenziert. Fir die PCR wurden die originalen PCR-



Primer der TTGE genutzt und anschlieBend die Produkte mit einem Sequenzierungskit
aufgearbeitet. Die Ergebnisse wurden daraufhin mit der Cambridgesequenz flir mtDNA mit
Hilfe der Software Mac Vector ™ 7.0 verglichen. Zeigten sich gleiche Sequenzvariationen der
MtDNA im Tumorgewebe und im Blut eines Individuums im Vergleich zur Cambridge-
Sequenz, wurden diese als Keimbahnvariationen interpretiert. Alle Veranderungen wurden
mit der Datenbank Mitomap (http://www.mitomap.org) und mithilfe konventioneller
Internetsuchmaschinen (Google) unter Verwendung der Schlisselworter “gesuchte

Mutation® AND mitochondrium AND mutation“ verglichen.

3.2.3 Long Range PCR
Das fur die vorangegangenen Mutationsanalysen verwendete Primerset zeigte mehrfach
nukledre Sequenzentsprechungen. Durch das Vorschalten der Long-Range PCR vor die

eigentliche Sequenzierung konnte dieses Problem vermieden werden.

3.3. Ergebnisse

3.3.1. Medulloblastom

In der ersten Arbeit wurden 18 somatische mtDNA Mutationen in 6 der 15 Medulloblastome
detektiert (40%). 2 Mutationen resultierten in einem Aminosdurenaustausch: Y496H in der
Cytochrom C Oxidase Einheit | (COXI) und L96P in der NADH Einheit 4 des mitochondrialen
Genoms. Ein Tumor zeigte insgesamt 11 Mutationen. Insgesamt wurden 72 distinkte
Keimbahnvariationen dargestellt. Dreizehn der Keimbahnvariationen waren zum Zeitpunkt
der Analysen noch nicht beschrieben. Alle gefundenen Keimbahnvariationen fiuhrten zu
einem Nukleotidaustausch in den nicht kodierenden Regionen der mitochondrialen D-loop
Region oder in der tRNA. Liquorflissigkeit wurde von 10 Medulloblastompatienten
untersucht. Bei einem Patienten wurde die gleiche mitochondriale Mutation, T152C,
heteroplasmisch im Tumorgewebe, in der Blutprobe und in der Liquorflissigkeit gefunden.
Bei dem Patienten, bei welchem im Tumorgewebe 11 somatische Mutationen entdeckt
wurden, lie3en sich im Liquor nur 2 dieser Mutationen nachweisen. Eine Mutation, T15904C,
wurde in einem homoplasmischen Zustand gefunden. Die zweite Mutation der mtDNA im
Liquor des Patienten trat in der hypervariablen Region np303-309 Poly C auf. Sie zeigte sich
heteroplasmisch C8/C7 im Blut, homoplasmisch C7 im Tumor und heteroplasmisch C9/C8
im Liquor des Patienten.

In der zweiten Arbeit wurden insgesamt 6 somatische mitochondriale Mutationen in 6 der 15
Patienten mit Medulloblastom detektiert (40%). Alle Mutationen waren Insertionen,
Deletionen oder Substitutionen in der mitochondrialen D-loop. Von den gefundenen 59

Keimbahnvariationen wurden 25 als distinkt gewertet.



3.3.2 Neurofibromatose Typ 1- assoziierte Tumoren

In 9 der 18 plexiformen Neurofibrome wurden insgesamt 27 somatische mtDNA Mutationen
gefunden. Finf der Tumoren wiesen mehr als eine Mutation auf. Unsere Untersuchungen
zeigten, dass Neurofibrome von unterschiedlichen anatomischen Lokalisationen eines
Patienten identische somatische mtDNA Mutationen aufweisen. Unsere Beobachtungen
fuhrten uns zu der Annahme, dass tumorspezifische mtDNA Mutationen bereits in
tumorfreien Zellen prasent sind und diese in Neurofibromen akkumulieren. Um diese
Hypothese zu priifen, untersuchten wir in Gewebe nicht affektierter Haut, Gewebe nahe dem
Neurofiborom und Tumorgewebe direkt aus dem Neurofiborom von drei Patienten. Bei zwei
Patienten konnten wir somatische Mutationen mit einem progressiven Anstieg des Anteils
mutierter mtDNA in der Reihenfolge Blut zu nicht affektierter Haut zu Gewebe nahe dem
Fibrom zu direktem Tumorgewebe nachweisen. Um zu untersuchen, in welchem Zelltyp der
kutanen Neurofiborome die mutierten Mitochondrien dominieren, wurden S-100 positive
Schwannzellen, S-100 negative Zellen und Endothelzellen der Neurofibrome
mikrodissektiert. Die Ergebnisse zeigten die in den =zuvor untersuchten Tumor
vorherrschende Mutation in den S-100 positiven Schwannzellen und S-100 negativen Zellen,
die am ehesten Fibroblasten entsprechen. In den nicht neoplastischen Endothelzellen der
Neurofiborome fanden wir ausschliellich die Wildtypvariante, die ebenfalls im nicht
betroffenen Hautgewebe dominierte. Insgesamt wurden 71 Keimbahnvariationen durch

Sequenzieren detektiert.

3.3.3 Pilozytische Astrozytome

Insgesamt wurden 34 somatische Mutationen in 16 von 19 Patienten mit pilozytischen
Astrozytom detektiert. 30 der somatischen Veranderungen waren Punktmutationen und die
restlichen 4 Insertionen im hypervariablen Segment der D- loop Region np 303-315 poly C.
Von den 18 somatischen Veranderungen in proteinkodierenden Regionen flhrten drei zu
einem Aminosdurenaustausch: M60V der ATP- Synthease Untereinheit 6, L2361 im
Cytochrom b-Komplex und L112M der Cytochrom c-Oxidase-Untereinheit 1. 146 distinkte
Keimbahnvariationen konnten nachgewiesen werden. Funf der Variationen konnten als
.,Neu“ gewertet werden und 2 fiihrten zu einem Aminsaurenaustausch. Alle aufgedeckten

Keimbahnvariationen waren homoplasmische Veranderungen.



3.4. Diskussion

Die in dieser Promotionsarbeit zusammengefassten Arbeiten stellen eine systematische
Mutationsanalyse der mtDNA in Medulloblastomen, kutanen und plexiformen Neurofibromen
und pilozytischen Astrozytomen dar. Die Ergebnisse zeigen, dass ahnlich wie in anderen
malignen Erkrankungen, auch bei diesen Tumoren zahlreiche somatische Mutationen der
mitochondrialen DNA detektiert werden konnten. Vergleicht man die Inzidenz der
auftretenden  Mutationen, zeigen sich anndhernd &hnliche Ergebnisse in der
Medulloblastomgruppe (40%) und der NF1-Gruppe (43%). In der Gruppe mit pilozytischen
Astrozytomen wurde eine deutlich hdhere Patientenzahl (84%) mit somatischen mtDNA
Mutationen beobachtet. Kirches et al. fanden in 7 von 17 Patienten mit Glioblastomen (41%)
somatische mitochondriale Mutationen [10]. Moglicherweise zeigt diese Beobachtung, dass
somatische Mutationen in den Mitochondrien unabhangig vom WHO Grad oder
Proliferationsrate auftreten und ein generelles Phdnomen in pilozytischen Astrozytomen
prasentieren (Tabelle). Interessanterweise zeigten die Ergebnisse von Wulfert et al.
parallele Beobachtungen im Auftreten von somatischen mitochondrialen Mutationen in
myeloischen Erkrankungen [26]. In dieser Studie fanden sich in 56% der Patienten mit
myelodysplastischen Syndrom (MDS) mtDNA Mutationen, in der Gruppe mit
myeloproliferativen Erkrankungen (MPD) in 44%. Zusatzlich wurde die Frequenz
mitochondrialer Mutationen von mononukledren Zellen und Granulozyten des Knochenmarks
von 9 Patienten untersucht. Uberraschend zeigten die Ergebnisse, das Granulozyten
weniger somatische mtDNA Mutationen als die Vorlduferzellen aufwiesen. Dieses
Phanomen, so die Autoren, kdnnte einen Selektionsdruck reflektieren, durch welchen in der
Ausreifung von sich schnell teilenden Zellen mtDNA mutierte Vorlauferzellen eliminiert
werden [26].



Pilozytisches

Medulloblastom  Neurofibrom A Medulloblastom  Glioblastom
strozytom
Patienten 15 37 19 15 17
Somatische Mutationen 18 41 36 6 25
Homoplasmisch 17 (94%) 25 (61%) 3 (16%) 3 (50%) 18 (72%)
Heteroplasmisch 1 (6%) 16 (39%) 16 (84%) 3 (50%) 7 (28%)
Nicht codierende o o o o o
Regionen 11 (61%) 41 (100%) 18 (50%) 6 (100%) 17 (68%)
Codierende Regionen 7 (39%) 0 (0%) 18 (50%) 0 (0%) 8 (32%)
Patienten mit somatischen o o o o o
Mutationen 6 (40%) 16 (43%) 16(84%) 6 (40%) 7 (41%)
_ Distinkte 72 64 146 25 keine Daten
Keimbahnvariationen
Nicht codierende 72(100%) 48 (75%) 69(47%) 22 (88%) keine Daten
Regionen
Codierende Regionen 0 (0%) 16 (25%) 77(53%) 3 (12%) keine Daten
Referenzen diese Arbeit diese Arbeit  diese Arbeit diese Arbeit [10]

Somatische mtDNA Mutationen und Keimbahnvariationen verschiedener Tumorentitdten

Bei den Patienten mit Medulloblastomen wurden 39%, bei den Patienten mit pilozytischen
Astrozytom 50% der somatischen Mutationen in Regionen des Genoms gefunden, die fir die
Kodierung mitochondrialer Proteine verantwortlich sind. Mutationen, die zu einem
Aminoséaureaustausch fuhrten, waren Y496H der Cytochrom C Oxidase Untereinheit | (COX
I) und L96P in ND4 (NADH Dehydrogenase Untereinheit 4) in der Medulloblastomgruppe
und M60V in der Untereinheit 6 der ATP-Synthase, L2361 im Cytochrom B und L112M in der
Untereinheit 1 der Cytochrom C Oxidase bei den pilozytischen Astrozytomen. Die
funktionellen Auswirkungen dieser Anderungen sind nicht bekannt. Es ist jedoch belegt, dass
die Freisetzung von Proteinen wie Cytochrom C, Apoptose-induzierender Faktor oder
Endonuclease G aus dem Mitochondrium Apoptosekaskaden induzieren kann [8]. Defekte im
Cytochrom C wiederum kénnen zur Akkumulation von ROS fiihren [27] und somit zur
Tumorenstehung beitragen.

Die in den vorliegenden Arbeiten detektierten somatischen Mutationen sind bereits bei



anderen Erkrankungen beschrieben. Es lieflen sich keine fiir die untersuchten Entitaten
spezifische Mutationsmuster erkennen. Aufgrund der geringen DNA-Qualitdt der zur
Verfugung stehenden Tumorproben ergaben sich nur kleine Stichproben. Infolgedessen
wurde bei gleichzeitig nur unzureichenden klinischen Informationen entgegen der
urspringlichen Absicht darauf verzichtet, Korrelationen zwischen dem Genotyp somatischer
mtDNA-Mutationen und dem klinischen Phanotyp abzuleiten.

Bei der Identifizierung der somatischen Mutationen zeigte sich im gesamten Kollektiv eine
hohe Frequenz an Keimbahnvariationen (Tabelle). Bezlglich des Mutationsspektrums fielen
in den untersuchten Tumorentitdten keine signifikanten Unterschiede auf. Interessanterweise
fand sich bei Patienten mit pilozytischen Astrozytomen die hoéchste Anzahl an
Keimbahnvariationen (Tabelle). Die meisten dieser Variationen sind bekannte
Polymorphismen. Diese Polymorphismen werden mit zunehmendem Interesse mit der
Atiologie unterschiedlicher Tumorerkrankungen assoziiert. Canter et al. konnten z.B. in einer
gréleren Bevolkerungsstudie demonstrieren, dass die Keimbahnvariation mtDNA G10398A
(codon A114T) mit einem erhdhten Risiko einer invasiven Brustkrebserkrankung bei
Afroamerikanerinnen einhergeht [28]. Dieser untersuchte Polymorphismus fihrt zu einem
Aminosaurenaustausch von Threonin zu Alanin in der NADH-Untereinheit des
mitochondrialen Komplex |. Zusatzlich fihrten epidemiologische Untersuchungen zu der
Annahme der Autoren, dass das 10938A Allel als neuer Risikofaktor fir die Genese einer

Brustkrebserkrankung erhoben werden kann [28].

In der mitochondrialen DNA im Liquor der Patienten mit einem Medulloblastom mit oder ohne
metastatische Erkrankung konnten die identischen Mutationen wie im Tumorgewebe
detektiert werden. Bei einem Patienten identifizierte die Liquoranalyse die Mutation T152C,
identisch zum Tumorgewebe. Zum Zeitpunkt der Liquorentnahme war dieser Patient in
Remission und 5 Monate spater zeigte sich ein Rezidiv der Erkrankung. Diese Ergebnisse
lassen die Vermutung zu, dass das Persistieren der mt DNA Mutationsmuster sich fiir diesen
Patienten als Biomarker fur die Erkrankung erwies. Ob diese Hypothese sich als robust
erweist, muss durch umfangreichere Mutationsanalysen von Tumorgewebe und
Liquorflissigkeit an einer hdheren Anzahl von Medulloblastompatienten geprift werden. Das
mogliche Potential von mitochondrialen Mutationen als Tumormarker zeigen die Ergebnisse
von Yu et al. in ihrer Studie [29]. Tumorgewebe von 130 Patienten mit einem
Prostatakarzinom wurden auf die mtDNA Deletion bp 4977 untersucht. Als Kontrollgruppe
diente Gewebe von Patienten mit einer benignen Prostatahyperplasie. 98% der
Studiengruppe zeigten die somatische Mutation mtDNA4977, in der Kontrollgruppe wurde
diese Veranderung nur in 14,7% der untersuchten Gewebe gefunden. Die Autoren sahen
deshalb fir die Deletion mtDNA4977 ein hohes Potential als tumorspezifischer Marker fir

Prostatakarzinome.



Interessanterweise zeigten sich bei benignen kutanen und plexiformen Neurofibromen
ausschlief3lich Mutationen in nicht kodierenden Bereichen der hypervariablen D-loop-Region.
Die Signifikanz von Mutationen in dieser Region fur das biologische Verhalten ist noch nicht
vollstandig geklart. Es wird jedoch angenommen, dass somatische Mutationen in der D-loop
die Promoterregionen des Mitochondriums beeinflussen und somit mitochondriale
Biogenese, Transkription und Proteinexpression beeintrachtigen kénnen [30, 31]. Einen
Unterschied im Mutationsspektrum der unterschiedlichen Fibromgruppen lieRen unsere
Ergebnisse nicht erkennen. MtDNA Mutationen koénnen zuféllig auftreten und mehrere
Mutationen treten moglicherweise unabhangig voneinander auf. Eine Erklarung fir das
Auftreten homoplasmischer Mutationen kénnten verstarkte Selektionsmechanismen fir diese
Mutationen sein. Eine andere Erklarung fur die in Tumoren beobachtete Homoplasmie ware
die zufallige Verteilung des mitochondrialen Genoms nach einer suffizienten Anzahl von
Zellteilungen [32]. Diese Ursache wuirde jedoch nur unzureichend die Verteilung der
somatischen Mutationen in individuellen Neurofibromen erklaren. Detjen et al. untersuchten
die mtDNA der Blutproben von vier monozygoten an Neurofibromatose Typ 1 erkrankten
Zwillingen sowie der kutanen Neurofiborome von einem dieser Zwillingspaare. In dieser
Analyse wurden insgesamt 73 Polymorphismen detektiert, 12 der Keimbahnvariationen
finden sich in weniger als 1% der Normalbevédlkerung. Im Unterschied zu unseren
Ergebnissen zeigten die Mutationsanalysen der kutanen Neurofiborome keine somatischen
Mutationen auf, jedoch waren nur von einem Zwillingspaar Tumorproben fir die
Untersuchung vorhanden [22]. Gegen eine zufallige Verteilung sprechen unsere Ergebnisse,
in denen wir das unabhéangige Auftreten der gleichen somatischen mtDNA Mutationen in
unterschiedlichen kutanen Neurofibromen eines Patienten demonstrierten. Unterstitzt wird
diese Aussage durch die Beobachtung, dass multiple Mutationen in unterschiedlichen
Neurofiboromen desselben Patienten fast ausschliellich homoplasmisch auftraten.
Mutationen, die in den verschiedenen Fibromen unterschiedlicher Lokalisation von einem
Patienten detektiert wurden lielRen sich bereits im Blut, in nicht betroffenem Hautgewebe und
im Randgewebe des Tumors nachweisen. Der proportionale Anteil der mutierten mtDNA an
der gesamten mtDNA stieg mit der anatomischen Na&he zum Tumorgewebe. Diese
Beobachtungen sprechen fir die Moglichkeit, dass mitochondriale Mutationen bereits in
Vorlauferzellen prasent sind. Liegen sie dort bereits in geringen Anteil heteroplasmisch vor,
kénnten sie im weiteren Verlauf der Tumorentwicklung akkumulieren. Kutane Neurofibrome
sind Mischzelltumoren. Die dominanten Zelltypen sind Schwannzellen und Fibroblasten
neben Mastzellen, Endothelzellen, perineurale Zellen und Neuronen. Um die Frage zu
beantworten, in welchen Zellen die mtDNA Mutationen auftreten, fihrten wir mit Hilfe von
Mikrodissektion und immunologischen Verfahren Mutationsanalysen der einzelnen Zellarten

durch. Die Ergebnisse zeigten die identischen somatischen Mutationen in S-100 positiven



(Schwannzellen) und S-100 negativen Zellen (Fibroblasten). Diese Mutationen waren
identisch zu denen im Mischgewebe detektierten Mutationen. In den nicht malignen
Endothelzellen dieser Tumoren fanden wir ausschliellich den Wildtyp, der ebenfalls in

Untersuchungen nicht betroffener Haut des Patienten dominierte.

Limitationen der zusammengefassten Arbeiten

Im nukledren Genom sind Kopien mitochondrialer Sequenzen enthalten, die wahrend der
Evolution vom Mitochondrium in den Nukleus transferiert und in die nukledre DNA integriert
wurden [33, 34]. Wallace et al. gelang der Nachweis von uber 200 nuklearer Kopien
mitochondrialer Sequenzen (NUMTS) beim Menschen [34]. Das fir die Mutationsanalysen
von Medulloblastomen und Neurofibromen verwendete Primerset zeigte mehrfach nukleare
Sequenzentsprechungen. Goios et al. konnten jedoch zeigen, dass bei der mtDNA
Amplifikation mittels Routinetechniken kein erhéhtes Risiko einer Kontamination durch
NUMT DNA besteht. Eine Erklarung dafir, so die Autoren, liegt in der deutlich héheren
Kopienanzahl mitochondrialer DNA im Vergleich zu nuklearen DNA in der Zelle [35]. Durch
das Vorschalten der Long-Range PCR vor die eigentliche Sequenzierung der pilozytischen
Astrozytome konnte das Risiko einer Kontamination durch nukledre Pseudogene vermieden
werden. Die fur die Long Range PCR verwendeten Primer zeigten im Blast-Programm keine
nukledre Sequenzentsprechungen. Auch die experimentelle Anwendung dieser Primer bei

mitochondriendepletierten Zellen (p-Null-Zellen) zeigte keine PCR-Produkte [36].
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