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Zusanmenf assung:

Di e I naktivierung von Tunorsuppressorgenen wurde als ein wichtiger Schritt be
der Entstehung von Krebszellen erkannt. Die Aufklarung der daran beteiligten
Prozesse sowie die ldentifizierung von betroffenen Tunorsuppressorgenen stellt
damt eine der Voraussetzungen fur die Entw cklung von

Kr ebspr aventi onsstrat egi en und gezi el ten Therapi enalnahnmen dar

Ei nes der am haufigsten nutierten Gene in Humantunoren ist das p53

Tunor suppr essorgen. Seine Funktion als "Wachter des Genons" hat es in den

M ttel punkt von klinischer und G undl agenforschung gertckt, wobei als wi chtiger
Aspekt die Rolle von p53 als diagnostischer und prognostischer Marker zu kl aren
i st.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden Spei seréhrenkrebspatienten (N=65) aus
zwei Hochri si koregi onen in Frankrei ch und Chi na daraufhin untersucht, ob sie
Serumant i kor per gegen mutiertes p53 aufweisen, und inwi eweit sich deren Nachweis
far di e Fruherkennung von Spei serdhrenkrebs ei gnet. | nmunhi stocheni sche,

Mut ati ons- und serol ogi sche Anal ysen hinsichtlich des p53 Status der Tunoren der
Patienten wurden mit der anti-p53 | nmunreaktion verglichen. In 25% der Patienten
konnten anti-p53 Autoanti kdrper nachgew esen und eine signifikante Korrelation
zwi schen der anti-p53 Seropositivitat und tunorspezifischen p53 Gennutationen
etabliert werden (P < 0,01). Dabei scheinen Miutationen, die zu einer
strukturell en Veranderung von p53 fuhren, und weni ger die Anreicherung des p53
Proteins per se fur die Produktion von p53 Antikdrpern in

Spei ser 6hr enkrebspati enten verantwortlich zu sein. Insgesant scheinen

W rtsfaktoren bei der Ausl 6ésung einer anti-p53 | munreaktion zu Uberw egen

P53 Mut ati onsanal ysen in Tunoren der Patienten aus Guangzhou wurden i m Rahmen
ei ner epi dem ol ogi schen Pil otstudi e ausgewertet, wobei Mitationsfrequenz und —
nmuster mt Expositionsdaten verglichen wirden. Neben bekannten Ri si kof aktoren
fir Osophaguskrebs wi e Zigarettenkonsumw es die relativ hohe Mitationsfrequenz
bei Ni chtrauchern darauf hin, dal auch ernahrungsbedi ngte Karzi nogene wi chtige
Ri si kof akt oren fur Spei ser6hrenkrebs in der chinesischen Provinz Guangzhou
darstellen. Eine friher in Patienten aus Guangzhou beschri ebene Hot spot nut ati on
i m Kodon 176 konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Um auf zukl aren, ob neben p53 auch andere Tunorsuppressorgene bei der Ausl 6sung
von spor adi schem Spei ser 6hrenkrebs eine Rolle spielen, wirde in dem zweiten Tei
der Arbeit das Tyl ose Osophaguskrebsgen (TOCG) untersucht. Dieses Gen fiihrt be
Tragern der seltenen Erbkrankheit Tyl ose zur Entw cklung von Spei serdhrenkrebs.
Der haufig gefundene Allelverlust in der chronpbsonal en Region des TOC Gens in
fast 70% der untersuchten sporadi schen Spei serdhrenkarzi none (N=35) verstarkt
den Verdacht, daR di eses Gen auch bei der Ausl 6ésung von nicht-faniliéaren

Spei serdhrentunoren eine Rolle spielt.

Imdritten Teil dieser Arbeit wurde die Frage untersucht, ob die
Retrotransposition normal er zellul &rer Sequenzen in hunmanen Zellen in einem
nelbaren AusnalR stattfindet. Damit sollte die Hypothese getestet werden, ob

di eser ProzeRR in Formvon insertioneller Mitagenese in der Karzinogenese von
Rel evanz sein kdnnte. Verschiedene in vitro Reportersystene wurden durch stabile
Transfekti on humaner Zellinien nit Reporterplasmiden etabliert, mt denen zum
ei nen die Retrotranspositionsfrequenz nornal er zellul @ er Sequenzen, und zum



anderen die Aktivierbarkeit des Pronotors eines aktiven LINE-1 Retrotransposons
unt ersucht wurden. Erste Ergebnisse der in vitro Retrotranspositions-
Reportersystene bestatigten, daR sol che Ereigni sse tatsachlich in HelLa-Zellen
und wi e erstmal s nachgewi esen auch in MCF-7 Zellen stattfinden. Die Haufigkeit,
nmt der solche Ereignisse stattfanden, war bei den einzel nen Zell kl onen deutlich
ver schi eden, obwohl in allen eine stabile Expression der Retrotranspositions-
Report erkassette nachgew esen werden konnte. Di e Behandl ung ei nes HeLa Zel | kl ons
(H) #4-5) mt dem denet hylierenden Agens Azacytidin oder durch | angere
stationdre Wachstunsbedi ngungen fuhrten zu kei ner nme3baren Steigerung der

Ret r ot ransposi ti onserei gni sse. Um di e Expressi on des stabil integrierten

Report erkonst ruktes bzw. von endogenen LI NE-El enenten, wel che vernutlich die
Retrot ransposi ti on beeinflussen, in den behandelten Zellen zu anal ysi eren, wuirde
eine Multiplex RT-PCR entwi ckelt. Diese lieferte erste Hinweise auf einen
Anstieg der Reporterkassetten-nRNA nach Azacyti di n- Behandl ung und nach | &ngerem
stationdren Wachstum Mt dem zweiten etablierten Reportersystemfiur die

Aktivi erbarkeit des humanen LINE-1.2 Pronptors in HelLa-Zellen wirde eine
schnel l e und ei nfache, zuséatzliche Methode entw ckelt, mt der sich der Einflul
ver schi edener Faktoren auf di e Expression von LI NE-Retrotransposons testen |aft.
LI NE- Pronot or aktivi erende Faktoren kénnen dann in den etablierten

Ret r ot ransposi ti ons- Reportersystenen auf ihre Bedeutung fir die

Retr ot ransposi ti onsfrequenz normal er zellul &rer Gene untersucht werden.



