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Referat

In der vorliegenden Arbeit wurden 18 sehr seltene Talgdriisenkarzinome (TDK) aus der Universitéts-
Augenklinik Erlangen auf Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI), sowie auf Mutationen im Tumorsuppressor-Gen:
Beta-Catenin untersucht, von denen 17 verwertbare Ergebnisse lieferten. Es wurde mit den Methoden der PCR
und der D N A-Sequenzierung gearbeitet. Da es sich bei dem Untersuchungsmaterial um paraffin-fixierte
Schnitte handelte, mufiten die genannten Methoden erst an diese Bedingungen angepasst werden.

MSI gilt als Hinweis auf Mutationen in den sogenannten Mismatch-Repair-Genen, welche fiir die Entfernung
von fehlerhaft gepaarten Basen der DNA zusténdig sind.

Im Rahmen der Untersuchungen konnte bei 16 der verwertbaren 17 Tumoren MSI ausgeschlossen werden, hin-
gegen wurde ein Tumor als hochgradig mikrosatelliteninstabil eingestuft, ein weiterer Tumor wurde nicht unter-
sucht. Die Beta-Catenin-Untersuchungen erbrachten ebenfalls keine Hinweise auf Mutationen im untersuchten
Genbereich, obwohl hier Einschrdnkungen im Bezug auf die Beurteilbarkeit gelten miissen.

Eine in der Augenklinik Erlangen durchgefiihrte Untersuchung auf Mutationen im neuerlich entdeckten FHIT-
Gen, die entscheidend auf den Ergebnissen dieser Arbeit fulte, konnte jedoch bei einigen als mikrosatellitensta-
bil klassifizierten Talgdriisenkarzinomen fehlende FHIT-Protein-Expression nachweisen, hingegen war in dem
mikrosatelliteninstabilen Tumor eine FHIT-Protein-Expression nachweisbar. Es konnte also im untersuchten
Kollektiv eine Korrelation hergestellt werden zwischen MSI und FHIT-Protein-Expression bzw. Mikrosatelliten-
stabilitdt (MSS) und fehlender FHIT-Protein-Expression. Somit konnte das FHIT-Gen bei der Tumorentstehung
von Talgdriisenkarzinomen beim Menschen eine wichtige Rolle spielen. D.h. TDK kénnten auf der Basis der
MSI, oder eines Verlustes der FHIT-Expression entstehen. Da es sich hierbei iberwiegend um é&ltere Patienten
gehandelt hat, erscheint eine Ausschaltung bei diesen eher sporadisch entstandenen Tumoren wahrscheinlich.
Die hierbei gewonnenen Ergebnisse werden die Grundlage bilden fiir Untersuchungen an gréferen Patienten-

kollektiven.

Decker, Carsten, ,,Talgdriisenkarzinome und Muir-Torre-Syndrom*

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 81 Seiten, 2001
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1 Einleitung

1.1 Uberblick

Talgdriisenkarzinome sind sehr seltene, maligne Hauttumoren ( Bailet et al., 1992; Burgdorf et al., 1990), die
vorzugweise okulér oder extraokuldr im hoheren Lebensalter auftreten (Garbe et al., 1997) und unbehandelt zum
Tode fiihren (Altmeyer; 1995).In der Literatur sind nur wenige Hundert Talgdriisenkarzinome beschrieben (Akt-
har et al., 1999). Im Rahmen des ebenfalls sehr seltenen MUIR-TORRE-Syndroms (MTS), von dem nur wenige
hundert Félle beschrieben wurden (Akthar et al., 1999), konnen sie sich jedoch bereits im Jugendalter manife-
stieren. Als MTS wird das gemeinsame Auftreten von Talgdriisentumoren und anderen visceralen Neubildungen,
wie beispielsweise des hdufigen kolorektalen Karzinoms bezeichnet. Bei Tumoren, die im Rahmen des MTS
diagnostiziert wurden, konnte auf genetischer Ebene Mikrosatelliteninstabiltdt (MSI) nachgewiesen werden. MSI
gilt als Hinweis auf Mutationen in einem bestimmten zelleigenen Reparatursystem, dem Mismatch-Repair-
System (MMR). Ein MMR-Defekt wird als ursédchlich fiir ein hdufiges familidres Kolonkrebssyndrom angese-
hen (Konishi et al., 1996), dem Heredititen Nicht-Polypdsen Kolonkarzinom (HNPCC) oder Lynchsyndrom,
welches fiir 3-4% aller Kolonkarzinome verantwortlich ist (Mecklin, 1987). Ein MMR-Defekt wirkt jedoch wie
eine "konstitutionelle Mutagenexposition". Somit kann es in der Folge zu Mutationen in weiteren Genen kom-
men, die an der Zellproliferation und Apoptoseregulation beteiligt sind (Wagener et al., 1999; Yuasa, 2000;
Rubinfeld et al., 1993) . Ein wichtiger Regelkreis ist diesbeziiglich der sogenannte Wnt-Pathway, in dem zwei
Proteine eine Schliisselrolle {ibernehmen: zum einen das 3— Catenin (Molenaaret al., 1996; Behrens et al., 1996)
als Protoonkogen und zum andern das APC-Gen (Mioshi et al., 1992; Powell et al., 1992) als Tumorsuppressor-
gen. Ist eines dieser beiden Genprodukte einer Zelle mutiert, kann das Zellwachstum aufler Kontrolle geraten
und die Zelle maligne transformieren.

In dieser Arbeit wurden 18 Talgdriisenkarzinome auf Mikrosatelliteninstabilitit sowie Mutationen im [3-Catenin-
Gen untersucht. Indirekt konnten des weiteren Aussagen zu Mutationen an einzelnen MMR-Genen und zum

Allelverlust (LOH) getroffen werden.
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1.2 Muir-Torre-Syndrom

1.2.1  Epidemiologie

Das MTS ist eine sehr seltene Erkrankung, von der in der Literatur nur 205 Fille berichtet werden (Akthar et al.,
1999). Es handelt sich um eine genetisch determinierte Krankheit, die als eine Manifestation des Lynch-II-
Syndroms (Syn. Cancer Family Syndrome, CFS) betrachtet werden kann (Lynch et al., 1981).

Manner und Frauen sind von dieser Erkrankung betroffen. In den USA betrédgt das Verhéltnis 3:2 .

Das Erkrankungsalter erstreckt sich vom jungen bis zum héheren Erwachsenenalter. Der Median liegt bei 53
Jahren (Horenstein et al., 2001).

Es wird den Genodermatosen mit extrakutaner maligner Manifestation zugeordnet (Rona MacKie, 1990).

1.2.2 Definition
Als MTS wird bezeichnet:

Das gemeinsame Auftreten eines Talgdriisentumors in 100% der Fille mit oder ohne Keratoakanthom (23% der
Félle; Akthar et al., 1999) in Zusammenhang mit einer gastrointestinalen Neoplasie (61%; Akthar et al., 1999)
wie beispielsweise eines kolorektalen Karzinoms (50%) oder einer anderen visceralen Neubildung, zum Beispiel
Genitaltumoren (22 %; Akthar et al., 1999). Am haufigsten ist hier bei Frauen das Endometriumkarzinom in
15% der Félle vertreten (Cohen et al., 1991) .

Weitere Manifestationen sind intestinale Polypen (25% ; Horenstein et al., 2001), M.Bowen der Vulva (Stewart
et al., 1977), Brustkrebs, Lymphom, Leukdmie, Bronchialkarzinom, Chondrosarkom und Speicheldriisentumo-
ren. Es handelt sich um ein autosomal-dominant vererbtes Leiden (Horenstein et al., 2001).

Die Hautmanifestation kann dabei der gastrointestinalen malignen Erkrankung vorausgehen, gleichzeitig auftre-
ten oder nach ihr manifest werden. Letzteres ist am haufigsten der Fall.

Manifestation des Hauttumors:

vor 22 %
wiahrend 6%
nach 56 %

visceralem Auftreten der Neoplasie (Akthar et al., 1999)

1.2.3 Genetik

Die im Rahmen des MTS auftretenden Tumoren sind aufgrund ihres weniger aggressiven Wachstums mit einer
giinstigeren Prognose verbunden (Schwartz et al., 1995) als aulerhalb des MTS auftretende Tumoren. Kruse et
al., 1998 konnte zeigen, dass 100% von MTS -Tumoren, die mit Talgdriisenkarzinomen assoziiert waren, hohe
genomische Instabilitdt aufweisen ("MSI high"). Dabei handelte es sich bei 69% um Kettenabbruchmutationen.
Dies ist auf Mutationen in den wichtigen DNA-Reparatur-Genen zuriickzufiihren: MSH2 (85%) und im MLH 1
Gen (11%), die auf den kurzen Armen des 2.(2p) und 3.(3p) Chromosoms liegen. Sie sind auch bei einem ande-
ren familidren Krebssyndrom dem HNPCC von Mutationen betroffen. Fong et al., 2000 berichtet vom Auftreten
eines MTS-dhnlichen Tumorverteilungsmusters bei Ausfall ("knockout") eines tumorsuppressordahnlichen Genes,

des FHIT-Gens, an kanzerogenexponierten Méusen.



Promotion Carsten Decker Talgdriisenkarzinome und Muir-Torre-Syndrom

1.2.4  Therapie

Die Therapie besteht in der operativen Entfernung der Tumoren, desweiteren Behandlung mit Retinoiden.

1.2.5 Prognose

Zur Prognose lésst sich sagen, dass 60% der Patienten Metastasen entwickeln bei einer mittleren 12-Jahres
Uberlebenszeit von 50% (Horenstein et al., 2001). Von den im Rahmen des MTS auftretenden dermalen Tumo-
ren sind Talgdriisentumoren in der vorliegenden Arbeit von Bedeutung. Sie sollen im Folgenden ndher erldutert

werden.

1.2.6  Exkurs Talgdriisen

Talgdriisen liegen im Korium der Haut. Sie bestehen aus in Lappen angeordneten Driisenzellen (Sebozyten) und
duktalen Zellen im Ausfithrungsgang. Die Talgdriisenfunktion ist eng verbunden mit der physiologischen Aus-
pragung des Haares. Bei Degeneration des Haares bilden sich auch die Talgdriisen zuriick (Prinzhorn et al.,
1920).
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1.2.7 Dermale Manifestationen des MTS

1.2.7.1  Ubersicht

Einordnung der Tumoren
Die Herkunft der Talgdriisenkarzinome lasst sich folgendermalien innerhalb der Hauttumoren systematisieren:

(siche Abbildung)

Herkunft des:
- Epderis Malignen Melanoms
Basalioms
Keratoakanthoms
Tk Spinalioms

Subkutis

Schweifldriisenkarzinoms

Histologischer Hautschnitt
Quelle Sobotta/Hammersen ,,Histologie, Urban und Schwarzenberg, 1985

Foto 3: Talgdriisenkarzinom histologisch

Talgdriisenepitheliom. Histolo-

scher Schnitt

gischer Schnitt eines Talgdrii-

Zeigt das Vorherrschen von senepithelioms zeigt das

Sebozyten mit prominenten Vorherrschen basaloider

zytoplasmatischen Vakuolen Zellen

Abbildung 1 Talgdriisentumoren Quelle: MacKie R., “Benigne und maligne Tumoren der Haut*, S.250
Abb.12.22, Hippokrates, 1990
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Haufige Vertreter der nicht-melandsen Dermato-Tumoren sind das Basalzellkarzinom (Basaliom), welches in
den USA den Hauttumor mit der hochsten Inzidenz darstellt (Miller et al., 1994), das Spinaliom und das
Kerathoakanthom.
Als Neubildungen der Sebozyten sind hier bekannt:
- das Talgdriisenadenom (Syn. Adenoma sebopharum)
- das Talgdriisenepitheliom, welches als Zwischenstufe in der Entwicklung zwischen Adenoma sebo-
pharum und Talgdriisenkarzinom gilt
- das Adenocarcinoma sebaceum (Altmeyer, 1995).
Athiologische Faktoren fiir kutane Malignome
Chemische Karzinogene )
Ultraviolette Strahlen
Ionisierende Strahlen > Externe Faktoren
Human. Papilloma -Viren

HIV 1, HIV 2

~/
Aktivierte Protoonkogene

Immundefizienz Interne Faktoren

Inaktiv. Tumorsuppr.-Gene

1.2.7.2 Das Talgdriisenadenom

Das Talgdriisenadenom ist ein seltener, gutartiger Tumor aus differenzierten Sebozyten. Es erscheint makrosko-
pisch als ein weniger als ein Zentimeter grof3er, glatter, derber, runder, erhabener Knoten oder als gelbe Papel im
Gesicht oder im Haarbereich (Sterry et al., 1992), oder aber am Stamm (Horenstein et al., 2001).

Das Adenoma sebaceum tritt bei dlteren Menschen auf. Es gilt als charakteristischer Marker fiir das MTS und
weist ein typisches Verteilungsmuster auf:

Im Rahmen des MTS dominiert eine Manifestation am Korperstamm, wihrend bei der sporadischen Form vor

allem der Kopfbereich betroffen ist (Horenstein et al., 2001).

1.2.7.3 Das Talgdriisenepitheliom

Das Talgdriisenepitheliom hat seinen Altersgipfel nach dem 50. Lebensjahr, tritt in Gesicht und Ohrregion auf,
imponiert histologisch in groen, gelappten Zellformationen. Es besitzt basaliomdhnliche Elemente (Altmeyer et

al., 1995)
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1.2.7.4 Talgdriisenkarzinome

(Syn.Talgdriisenadenokarzinom, Adenocarcinoma sebaceum, Carcinoma sebaceum, sebaceous carcinoma)

Foto 1: oberes Augenlid Foto 2: oberes Augenlid, von konjunktival

Fotol+2 : Talgdriisenkarzinom makroskopisch
Abbildung 2 Quelle: erm\images\Large\275sebadenol.jpg&template=izoom
Foto 1 Oberes Augenlid, (von Mark S. Brown, M.D., University of South Alabama Medical Center.)
Foto 2 Oberes Augenlid, conjunktival, (von Mark S. Brown, M.D., University of South Alabama
Medical Center.)

Bei Talgdriisenkarzinomen handelt es sich um eine schr seltene Neoplasie der Hautanhangdriisen (Talgdriisen)
(Bailet et al., 1992; Burgdorf et al., 1990). In der Literatur sind nur wenige Hundert Félle von TDK beschrieben
(Akthar et al., 1999). Es handelt sich um einen epithelialen, malignen Tumor, der sich iiblicherweise im Alter
von 70 Jahren in okulédrer oder extraokuldrer Form (Garbe et al., 1997) manifestiert, und der von den Talgdrii-
senzellen ausgeht (Altmeyer, 1995). Am Auge und im Rahmen des MTS tritt es allerdings schon im Jugendalter
auf. Das MTS betrifft Frauen hdufiger als Ménner (Omura et al., 1990), und Orientalen héufiger als Kaukasier
(De Potter et al., 1993). Haufigste Lokalisation ist fazial-okuldr am Augenlid, wobei die Talgdriisen des Ober-
lids, ZEISSsche und Meibomsche Driisen betroffen sein konnen (Bailet et al., 1992; Burgdorf et al., 1990). Aber
auch andere Lokalisationen sind mdglich, wie beispielsweise Nase, Augenbrauen, Lippe, Schldfe, Korperstamm
(Altmeyer et al., 1995) und FuBl bzw. Penis (Horenstein et al., 2001). TDK erscheinen als solitdre, nodulér-
zystische Tumoren mit oft jahrelangem Bestehen (Steffen et al.,1994) und sind deshalb leicht mit Chalazionen zu
verwechseln (Omura et al., 1990). Histologisch imponieren unregelmiBig lobuldr angeordnete, undifferenzierte,
atypische Tumorzellen mit eosinophilem Zytoplasma, die zentral-lobuldr schaumig erscheinen. Makroskopisch
zeigt sich ein 0,5- 5 cm grofer, rotlich-livide oder gelb gefarbter, knotig-derber, rasch, infiltrativ (Garbe et al.,
1997) und teilweise ulzerierend (Steffen et al., 1994) wachsender Tumor.

Prognostisch ungiinstig metastasiert das Talgdriisenkarzinom innerhalb 1-2 Jahren nach Manifestation zunichst
in die regionalen und dann in die viszeralen Lymphknoten (Altmeyer, 1995). Die Therapie besteht in der radi-
kalen operativen Exzision, evtl. Ausrdumung der regionalen Lymphknoten und der Gabe von Retinoiden (Bollag

etal., 1992; Gollnick et al., 1991).
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1.2.7.5 Das Keratoakanthom

Bei Keratoakanthomen handelt es sich um Tumoren, die dem Squamosazellkarzinom (SCC) oder Spinaliom der
Haut sehr dhnlich sind und sich teilweise in Klinik und Histologie mit ihm {iberschneiden.

Es erscheint als schnell wachsende, hyperkeratotische, rotliche Papel mit einem eingedellten Hornpfropf, die,
nachdem sie eine Grofle von 2-4 cm erreicht hat, filir einige Monate im Wachstum sistiert und sich schlielich im
Gegensatz zum SCC spontan zuriickbildet (Spontanregression) (MacKie, 1990) und eine Narbe zuriicklésst.

Sie kommen in der Regel im hoheren Lebensalter vor (MacKie, 1990).

- R -

Abbildung 3 Foto 4 Histologisches Bild eines Kerathoakanthoms mit typischem ,zentralen Krater und
Keratinpfropf (Ubersichtsvergroferung)
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1.3 Herditires Nicht-Polypdses Kolonkarzinom (HNPCC)
(Syn. LynchlI oder II, Cancer Family Syndrome , CFS)

Erblich
10 %

HNPCC FAP Weitere
(3-5%) (1-3%) (2-5%)

Hiufigkeiten von Keimbahn-Mutationen in kolorektalen Karzinomen

1.3.1 Epidemiologie und Definition

Das HNPCC ist eine relativ hdufige, autosomal-dominant vererbbare Erkrankung. Es zeichnet sich durch ein
erhdhtes Risiko fiir das frithe Auftreten von Karzinomen aus und ist Ursache fiir 3-4% aller Kolonkarzinome
(Mecklin, 1987; Lynch et al., 1991) , die in der BRD mit einer Inzidenz von 25/ 100 000 Einwohner (Classen et
al., 1998) den hdufigsten malignen Tumor des Gastro-Intestianaltraktes bzw. in den USA unter Ausschluss der
Hauttumoren das zweithdufigste Karzinom iiberhaupt darstellen (Classen et al., 1998). Zum HNPCC zihlen in
erster Linie gastrointestinale Tumoren, Genitaltumoren und einige andere. Am héufigsten entwickeln sich Ko-
lonkarzinome mit einem Lebenszeitrisiko von iiber 80% (Lynch et al., 1991; Kinzler et al., 1998), davon 60-70%
im proximalen Kolon bzw. bei Frauen das Endometriumkarzinom mit einem Lebenszeitrisiko (LZR) von 20%.
Das gemittelte Manifestationsalter liegt zwischen 40-66 Jahren. Erstbeschreiber war WARTHIN im Jahre 1913,
und Lynch definierte in den Siebziger Jahren das nach ihm benannte Syndrom. Es wurden zwei Typen vom
Lynchsyndrom unterschieden: LYNCH I, ohne extrakolonische Manifestation und LYNCH II, mit extrakoloni-
scher Manifestation (Kinzler et al., 1998).



Promotion Carsten Decker Talgdriisenkarzinome und Muir-Torre-Syndrom

Lebenszeitrisiko (LZR), relatives Risiko und mittleres Erstmanifestationsalter beim HNPCC

Karzinom mittl. LZR Rel.Risiko Mittleres Mani-
Lokalisation festationsalter
(Jahre)

Kolon und Rektum 80%(bis 70 LJ.) -—- 46
Endometrium 20%(bis 70 LJ.) - 46

Magen - 4,1 54

Ovarien - 3,5 40

Jejunum - 25 53
Hepatobiliéir - 4,9 66

Niere --- 3,2 66

Ureter - 22 56

Quelle: Kinzler et Vogelstein, 1998

Abbildung 4 Exulzeriertes Kolonkarzinom

Quelle: Classen et al., 1998

1.3.2 HNPCC und FAP

Das HNPCC muf} von der FAP abgegrenzt werden. Im Gegensatz zu dieser wesentlich selteneren, aber nicht
weniger gut erforschten Erkrankung, kommt es zu dem pramalignen Zwischenstadium des Auftretens von Hun-
derten von Polypen, von denen schlielich, dem Modell der "Klonalen Evolution" (Wagener, 1999) entspre-
chend, einer oder mehrere sich iiber eine weitere Anhdufung von Mutationen zum Kolonkarzinom entwickeln
konnen.

Nicht so beim HNPCC. Hier kommt es in einem Vorstadium allenfalls zu einigen, wenigen Polypen, die sich
jedoch durch eine rasche Progression zum Karzinom auszeichnen (Lanspa et al., 1990; Jass, 1992; Kinzler et

Vogelstein, 1998).
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1.3.3 Amsterdam-Kriterien

Um das HNPCC klinisch fassbar zu machen entwickelte man die Amsterdam-Kriterien. Sie geben Auskunft zur
Familienanamnese und tragen dem friithen Manifestationsalter des Kolonkarzinoms Rechnung (Vasen et al.
1991).

1.  Mindestens 3 Verwandte mit bestdtigtem Kolonkarzinom

2. Mindestens einer dieser muf} ein Verwandter ersten Grades der iibrigen sein

3. FAP ist ausgeschlossen

4. Mindestens zwei aufeinander folgende Generationen sind betroffen

5. Min. eine Kolonkarzinom-Manifestation unter 50. Lebensjahr

1.3.4  Diagnose

Die Diagnose stiitzt sich im Wesentlichen auf folgende Punkte:
Die Amsterdam-Kriterien, molekulargenetische Untersuchungen bzw. die Anamnese, die digital-rektale Unter-
suchung, der Himokulttest, der Kolon-Doppelkontrasteinlauf bzw. teilweise oder totale Koloskopie, die Ober-

bauchsonographie und die Knochenszintigraphie (Flasnoecker et al., 1999; Classen et al., 1998)

1.3.5 Therapie und Priivention

Die Therapie des HNPCC besteht in:
- genetischem Screening von Verdachtsféllen (Familienanamnese) (Jarvinen et al., 1995)
- Koloskopische Uberwachung in 3-jihigem oder kiirzerem Intervall (Jarvinen et al., 1995)

- prophylaktische oder therapeutische Kolonteilresektion (Kinzler et Vogelstein, 1998)

1.3.6  Prognose
Obwohl das histologisch schlecht differenzierte Bild des Kolonkarzinoms im Rahmen des HNPCC ein aggressi-

veres Verhalten vermuten lassen wiirde, ist es mit einem lingeren Uberleben verbunden (Lynch et al., 1991).

1.3.7 Genetische Ursachen

Urséchlich fiir das Auftreten des HNPCCs ist ein MMR -Gendefekt. Als hinweisend gilt hier der molekularbio-

logische Nachweis von MSI. 95 % der HNPCC -Tumoren wiesen MSI auf, wobei hingegen nur 13-24 % von

invasiven sporadischen Kolonkarzinomen MSI aufwiesen (Konishi et al., 1996).

Die Amsterdam-Kriterien sind nicht zu hundert Prozent verldflich, da Patienten Mutationen in den HNPCC-

Genen aufwiesen, jedoch nicht mit den Amsterdamkriterien iibereinstimmten.

Ebenso erweist sich der molekulargenetische Nachweis des HNPCC nicht als einfach.

1. Es sind zwar nahezu alle (95%) HNPCC-Tumoren MSI positiv, jedoch sind auch 13-24% der sporadischen
Kolonkarzinome mikrosatelliteninstabil.

2. Direkte Sequenzierung der HNPCC-Gene ist einerseits sehr aufwendig, andererseits 1dsst es Mechanismen
wie "Alternatives Splicing" aufler acht, welches wiederum zu verédnderter oder aufgehobener Proteinfunk-

tion fithren kann.

10
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1.3.8  Mismatch-Repair-System (MMR)

1.3.8.1 Mutationsursachen

An der DNA entstehen laufend Schaden. Neben den exogenen Schéden durch Strahlung, alkylierende Substan-
zen etc. kommt es aber auch zu Schéden, die durch fehlerhaftes Arbeiten der Polymerase (f= 10 hoch -12) ent-

stehen. Diese werden in der Regel durch spezielle, kerneigene Reparatursysteme erkannt und behoben.

1.3.8.2 MMR-Funktion

Stellvertretend wird die Funktion dieser fiir kleinere DNA-Schidden von 2-4 Basen am Modell von E.coli erldu-
tert: Nach der Verdopplung der DNA-Strange in der S (Synthese)-Phase des Zellzyklus ist der jeweils neu syn-
thetisierte Strang noch nicht (vollstdndig) methyliert ( = hemimethylierte DNA). Dies wird von dem sogenannten
MutH-Protein erkannt: Es bindet an den schon methylierten Strang. Ein weiteres Protein MutS bindet an den Ort
der Mutation. MutS und MutH assoziieren und weitere Bestandteile des MMRs werden rekrutiert. Dies aktiviert
die latente Endonukleaseaktivitit des MutH, die den nicht methylierten, also neuen Strang schneidet. Die Heli-
case II entwindet den Doppelstrang, und der fehlerhafte, nicht-methylierte DNA-Strang wird durch die 5°-3 oder
die 3°-5'Exonuclease abgebaut. Jetzt synthetisiert die DNA-Polymerase III einen neuen Strang an dem verblie-
benen methylierten, und die DNA-Ligase verbindet schlielich den neuen Strang mit dem Reststiick des verblie-
benen.

Beim Menschen entspricht:

MutL Homolog MLH1
MutS Homolog MSH2+MSH6
PMS Postmeiotic Segregation Increased Protein"

Quelle: Wagener, 1999

11
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DNA

Abbildung 5 Schema : MMR-Funktion

1.3.8.3 MMR-Mutationen

Beim HNPCC sind hauptséchlich folgende vier MMR -Gene mutiert:

hMSH2 3-42% Chromosom 2p, 15-16 MutS Homolog
hMLH1 14-83% Chromosom 3p 21, MutL Homolog
PMS1 2% Chromosom 2q, 31 MutL
PMS2 4% Chromosom 7p, 22, MutL

Quelle: Liu et al. 1995 et 1996 ; Peltomdiki et de la Chapelle, 1997

1.3.8.4 Repetitive Sequenzen

Repetitive Sequenzen sind solche Basenabfolgen, die eine stindige Wiederholung, entweder eines Nukleoti-
des(z.B. Poly-A), oder aber mehrerer Nukleotide darstellen (z.B. CA-Sequenzen, "CA-Repeats"(Thibodeau et
al., 1993; Dietmaier et al., 1997). Sie stellen in zweierlei Hinsicht eine Gefahr fiir die genomische Stabilitét dar:
Einerseits begiinstigen sie Deletionen (kontrahiert) oder Zugewinn (extrahiert) (Wagener, 1999) einzelner Basen
(sogenanntes "Verlesen" der DNA-Polymerase), andererseits sind Polynucleotidsequenzen erhohter Gefahr aus-
gesetzt durchzubrechen. So begiinstigen sie ebenfalls Deletionen, und damit auch Leserasterverschiebungen, die
ihrerseits haufig zu Stopp- ("Nonsense") oder "Missense"-Mutaionen fithren (Wagener, 1999). Dies ist auch
dann mdglich, wenn Mutationen innerhalb von Introns, also in nicht direkt fiir die Proteinkodierung zustiandigen

Genbereichen liegen.
12
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------------------ (o7 NN oT W o7 N a7\ o SN

,,,,,,,,,,,,,,,,,, o e T CA-Repeat
------------------ BABS DA AANB S oo
------------------ TTTTTTTTITTT T - ~"~"""~"""""~TPoly-A Sequenz

Abbildung 6 Repetitive Sequenzen

1.3.8.5 Sekundiir betroffene Gene

In der Folge werden somit Gene am hiufigsten betroffen sein, in denen selbst oder in deren direkter Nachbar-
schaft fiir Mutationen besonders anfdllige Bereiche liegen, z.B. Repetitive Sequenzen . Dies ist bei dem somit
indirekt untersuchten MSH2-Gen der Fall. Ein MMR-Ausfall wiederum kann zur ausfallenden oder verminder-
ten Funktion von Genen fiithren, die an der Steuerung von Zellwachstum und Apoptose beteiligt sind. Beim

HNPCC sind dies u.a. Mutationen:

85-90% (bei Kolonkarzinomen) im TGFB-Rezeptor II-Gen, welches

57% (bei Adenomen) proliferationshemmend auf Epithelien wirkt
40% im Beta-Catenin, ein Protoonkogen, welches die Zellproliferation fordert

10% im APC, ein Tumorsuppressorgen, welches beim Kolonkarzinom als

Tumorsuppressorgen eine sogenannte Tilirwéchter ("Gatekeeper")-Funktion

tbernimmt

HNPCC Mutationen Quelle: Wagener et al., 1999, Planck et al., 2000, Markowitz et al., 1995;
Yuasa et al., 2000

1.3.9 Mikrosatelliteninstabilitit

Unter MSI (frither:MIN+ oder RER "Replication Error Phenotype") versteht man Léngenvariationen repetitiver
Sequenzen, die zur inkorrekten Weitergabe genetischer Information an die Tochterzellen fiihren (Dietmaier et al.,
1997). Es wird unterschieden zwischen hoher (mehr als 20% instabile Loci), und niedriger MSI (weniger als
10% instabile Loci) (Thibodeau et al., 1993; Dietmaier et al., 1997, Jass et al., 1999). Zum Nachweis von MSI
sind insbesondere monomorphe (Zhou et al., 1998) Marker geeignet, also solche, die eine grofie Stabilitit beziig-
lich ihrer Lange innerhalb Population aufweisen, da sie schon aus der Tumorprobe allein (Zhou et al., 1998)
Aussagen liber die Mikrosatellitenstabilitdt zulassen. Zu ihnen zdhlen die Mononucleotidrepeats BAT 25 und
BAT 26. Sie zeichnen sich auBBerdem durch hohe Sensitivitit aus (Dietmaier et al., 1997, Jass et al., 1999; Zhou
et al., 1998). Aus einer Studie zur vereinfachten MSI-Analyse schlug BROCKER et al., 1997 vor, an einem
Fiinfersatz ("Panel") von Mono,- und Dinucleotidrepeats Tumoren auf MSI hin zu untersuchen.

Es wurde folgende Klassifikation vorgenommen: Beim Vorliegen von zwei oder mehr von fiinf instabilen Loci =
MSI hoch ("high").

Beim Vorliegen von nur einem von 5 instabilen Loci: MSI niedrig ("low").

Beim Vorliegen von keinem instabilen Locus Mikrosatellitenstabilitit (MSS).

13
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Ist die MMR-Maschinerie auf Grund von Schéden in den einzelnen genannten Genen nicht in vollem Umfang
funktionsféhig, so treten die beschriebenen DNA-Schidden auf bzw. werden nicht von selbiger behoben.
1.3.10 Heterozygotie

1.3.10.1 Definition ,,Heterozygotie*

Kommt ein Gen in zwei unterschiedlichen Auspridgungen vor (Allele), so spricht man von
Heterozygotie.

1.3.10.2 Verlust der Heterozygotie

Geht ein Allel ein und desselben Gens verloren (Deletion), so spricht man von ,,Verlust der Heterozygotie®, engl.

“Lost of Heterocyosity*, kurz LOH. Durch diesen Mechanismus kann z.B. ein Wildtyp-Allel eines Tumor-

wicklung bzw. Progression.

suppressorgens (z.B. APC) verloren gehen (siehe Abb. 7). Somit wiirde in der Acrylamidgelelektrophorese eine
regulatorischen Funktion nicht mehr nachkommen und es kidme {iber weitere Zwischenschritte zur Tumorent-

Bande des heteromorphen Markers fehlen. Das verbleibende, von Mutation betroffene Gen konnte somit seiner

Allel  Allel

Allel Allel
1 2 1 2
o S
4 | Deletion!
Gen/
i
C¥] =Keimbahnmutation

LOH = Verlust der Heterozveotie
Abbildung 7

Allelverlust durch Chromosomenbriiche
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1.3.11 Mikrosatelliteninstabilitit vs. Verlust von Heterozygotie (LOH)

MSI ist invers korreliert mit LOH auf den Chromosomen 5q, 17p, 18q, aber positiv mit der Uberlebenszeit (Thi-
bodeau, 1993).

1.3.12 Weitere Reparaturmechanismen

Das MMR-System ist nicht der einzige DNA-Reparaturmechanismus. Fiir verschiedenartige DNA-Schidden gibt
es verschiedene zelleigene Reparaturmechanismen (Quelle:Wagener,1999):

- Basenexzisionssystem---monofunktionelle Glycosylasen. Sie entfernen fehlerhafte Basen

- Nukleoid-Excisions-Reparatursystem (NER)---fiir u.a.UV-induzierte DNA-Schéden

- Homologe Rekombination

- End-zu-End Verbindung ("end-joining")
All diese Verdnderungen fithren schlieflich iiber Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen bzw. Aktivierung

von Protoonkogenen zum ganzen oder teilweisen Verlust der Zellproliferationskontrolle bzw. Apoptosehem-

mung. Hierbei spielen noch weitere Mutationen wie z.B. K-ras, p53 und andere eine wichtige Rolle.

15
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1.4 Deregulierter Wnt-Pathway

1.4.1 Definition

Der "Wnt-Pathway", abgeleitet von Wnt =“Wingless* in Analogie zu einem dhnlichen Mechanismus bei Droso-
phila, ist ein Enzymgefiige, das der Kontrolle von Wachstum, Apoptose und Proliferation der Zelle dient, und
ein Bindeglied zwischen Zellinnerem und ihrer Umgebung herstellt. Viele komplizierte Regelkreise mit An- und
Abschaltung von Enzymen und Rezeptoren etc. spiclen hierbei eine Rolle. Zwei wesentliche, insbesondere im
Rahmen dieser Arbeit wichtige Genprodukte, sollen im folgenden Erlduterung finden: Zum einen das APC —

Genprodukt und zum anderen das Beta-Catenin.

1.4.2  Definition Polypen-Polyposis

Als Polyposis wird das Auftreten von mehr als 50-100 Polypen bezeichnet, wahrend bei einer geringeren Anzahl

dieser gutartigen Tumoren von "Polypen" gesprochen wird (Classen et al., 1998).

Abbildung 8 Foto gestielter Dickdarmpoly Foto: Polyposis coli
Quelle : Classen et al., 1998
Quelle :http://www.bioscience.org/news/scientis/catenin.htm

Dickdarmpolypen

1.4.3  Die Familiire Adenomatdse Polposis Coli (FAP)

1.4.3.1 Epidemiologie

Bei der FAP handelt es sich um eine seltene, autosomal-dominant erbliche Erkrankung, die mit einer Haufigkeit
von f=1/7000 (Kinzler et Vogelstein, 1996) auftritt, und weniger als 1-3 % aller Kolonkarzinome ausmacht
(Kinzler et Vogelstein, 1998; Lynch et al., 1991).

Bereits um die vorletzte Jahrhundertwende war die FAP als familidre Erkrankung bekannt (Kinzler et Vogel-
stein, 1996), obwohl sie erst vor eineinhalb Dekaden mit einer Deletion des Chromosoms 5q in Verbindung

gebracht wurde (Herrera et al., 1986; Bodmer et al., 1987).
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1.4.3.2 Definition

Typischerweise entwickeln FAP-Patienten Hunderte oder Tausende von Adenomatésen Kolonpolypen in der
zweiten bis dritten Lebensdekade. Der Median liegt bei 40 Jahren (Giardiello et al., 1995). Die einzelnen Poly-
pen haben im Vergleich zu sporadischen Polpen des Kolons kein erhdhtes Risiko maligne zu entarten, sondern
alleine die groBe Anzahl der Polypen bedingt das erhohte Dickdarmkarzinomrisiko (Kinzler et Vogelstein,
1998). Ebenfalls treten bei einem Hauptteil der Patienten extrakolonische Manifestationen auf, wie zum Beispiel:
Osteome, Desmoid-(Haut)-Tumoren, sowie Tumoren der Retina, des Hirns, des Magens und der Schilddriise
(Kinzler et Vogelstein, 1996; Giardiello et al., 1995 ). Es gibt allerdings keinen einheitlichen Phéanotyp. Sie las-
sen sich histo-pathologisch unterteilen in tubulére, villose und tubulo-villdse Adenome, wobei die tubuldren
multipel auftreten, wahrend die villosen gewohnlich als Solitdrgeschwiilste erscheinen und hdufiger maligne
entarten. Je grofer ein Polyp, desto grofler ist seine Tendenz sich maligne zu transformieren (Classen et al.,

1998).

1.4.3.3 Diagnose

Die Diagnose wird endoskopisch-histologisch gestellt. Erbringt die Koloskopie den Verdacht auf ein Polyposis-
Syndrom, werden also mehr als 100 Polypen gesehen und ca. 10 von ihnen histologisch untersucht und als Ade-
nome charakterisiert, so ist eine adenomatdse Polyposis gesichert (Flasnoecker et al., 1999). Im Zusammenhang
mit einer positiven Familien- und Eigenanamnese bzw. molekulargenetischen Untersuchungen wird schliesslich

die FAP diagnostiziert.

1.4.3.4  Verlauf und Prognose

Bei der FAP handelt es sich um eine obligate Prikanzerose. Dementsprechend ist der Verlauf ohne adédquate
Behandlung sehr ungiinstig. Ausserdem besteht ein erhdhtes Entartungsrisiko fiir Neoplasien des Gastro-
Intestinaltraktes bzw. extraintestinaler Tumoren wie der Gallenwege, Pankreas, Leber, Nebenieren oder der

Schilddriise u.a.( Flasnoecker et al., 1999).

1.4.3.5 Therapie

Chirurgisch wird die totale Proktokolektomie durchgefiihrt. Bei Jugendlichen erfolgt eine engmaschige, minde-
stens 2-jahrliche endoskopische Kontrolle (Flasnoecker et al., 1999; Classen et al., 1998) sowie der Test auf
okkultes Blut im Stuhl (Hamokulttest). Zur Nachsorge gehort eine halbjéhrliche bzw. jahrliche endoskopische
Untersuchung sowie der Himokulttest. In vielen Fillen wird eine postoperative Strahlenbehandlung und adju-
vante Chemotherapie ( 5-Flourouracil u.a) durchgefiihrt (Flasnoecker et al., 1999; Classen et al., 1998). Des
weiteren wurde Regression von Adenomen unter NSAID- bzw. Antioxidantien-Behandlung beobachtet (Flas-

noecker et al., 1999)
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1.4.3.6 Genetische Ursachen

1)

Das APC-Gen ist ein Tumorsuppressorgen, welches als "Torwidchter" (engl."gatekeeper") bezeichnet wird (Kin-
zeler et Vogelstein, 1996), da es schon sehr friih und in gleicher Haufigkeit bei Kolonadenomen und Kolonkar-
zinomen mutiert ist. In der Adenom-Karzinomsequenz ist es somit in kleinen und benignen Neubildungen des
Kolons ebenfalls schon ausgeschaltet. Das ist sowohl bei sporadischen Kolonkarzinomen aufgrund von Spon-
tanmutationen als auch bei den familidren Kolonkarzinomen der Fall. 80% der sporadischen Kolonkarzinome

weisen somatische Mutationen im APC-Gen auf (Powell et al., 1992 et 1993; Jen et al., 1994;).

2)
Urséchlich sind hierfiir verschiedene Arten von Kettenabbruch-Mutationen verantwortlich: 80% der spora-

dischen Kolonkarzinome und ebenfalls 85% der FAP-Tumoren des Kolonkarzinoms besitzen folgende Mutatio-

nen
1309
Keimbahn-
Mutationen
o 1061 | 1484
| ! Ly 2843
N Pl 15 C
LU RUEL H‘H , B |‘w H [|
Somatische 1378 il
Mutationen 1464
1309 146790
1450
Abbildung 9 Verteilung der Mutationen im APC-Gen; Quelle Wagener, 1999
Erléuterung:

Dargestellt ist die APC cDNA in ihrer Zusammensetzung durch 15 Exons. Die Zahlen stellen die Condon-
Positionen dar, von N- nach C-terminal. Rote Zahlen sind die Codonpositionen der gefundenen Mutationen, die

Léange der Striche entspricht der Haufigkeit (f) der Mutation in Relation zu allen gefundenen Mutationen.

3)
LOH spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der kolorektalen Karzinogenese. Geht der lange Arm von Chromo-
som 5 verloren, und ist das verbliebene Wildtyp-Allel des APCs ebenfalls inaktiviert, kommt es zur verminder-

ten Konzentration des APC-Genprodukts in der Zelle. Es wird damit ebenfalls inaktiviert (Herrera et al., 1986;

Bodmer et al., 1987).
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4)

Das APC -Protein ist ein zytoplasmatisches und kernstéindiges Molekiil , das aus 2843 Aminosduren besteht
(Smith et al., 1993; Munemitsu et al., 1994; Wagener, 1999) und es besitzt eine spezifische Bindungsdoméne fiir
eine Serin-Threonin-Kinase, die GSK38, und weitere fiir Beta-Catenin (Rubinfeld et al., 1993 et 1996; Mune-
mitsu et al., 1995). Beta-Catenin als zellproliferationsforderndes und apoptosehemmendes Protein vermittelt
seine Wirkung iiber Aktivierung von HMG-Box-Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie im Kern (Molenaar
et al., 1996; Behrens et al., 1996). Herunterreguliert wird Beta-Catenin durch Phosphorylierung im Komplex mit
APC und damit dem Proteosomen-Abbau zugefiihrt (siche auch Abb.11).

DCCDCP4
JVlg ?
Normales Friihes Intermed. Hpites
Epithel m D}'sphmm Adenom m Ademmm Ad enom m Ka mm Metastase
Abbildung 10 Tumorprogression Quelle: Vogelstein, 1993

Erlduterung:
Die Zelle akkumuliert wahrend ihrer klonalen Expansion verschiedene Gendefekte, die dann letztendlich zum
Karzinom bzw. zur Metastasierung fiihren. Eine der friihesten Mutationen ist die APC-Inaktivierung. Es folgen

genetische Verdnderungen an K-ras , bis schliesslich relativ spat p53-Mutationen folgen.

1.4.4 Konstitutionelle Beta-Catenin-Aktivierung

1.4.4.1 Definition

Der Name Catenin definiert sich iiber die Assoziation dieser Proteine zu den Ca2+-abhidngigen Adherinen (Cad-
herine), welche als Adhédsionsmolekiile in den Zonulae adhaerentes (Wagener, 1999) bei der Zell-Zell-
Adhirenzverbindung eine wichtige Rolle spielen (Kawanishi et al., 1995).

Das Beta-Catenin bindet an eine Untergruppe der Cadherine, und zwar an das E- ("Epitheliale")-Cadherin. Man

unterscheidet zwischen Alpha- Beta- und Gamma-Catenin.

1.4.4.2 Subtypen

Alpha-Catenin verbindet als assoziiertes Protein E-Cadherin, als transmembrandses Strukturprotein mit
Aktinfilamenten (Ozawa et al., 1990).

Beta-Catenin bildet eine "Briicke" zwischen Alpha-Catenin und E-Cadherin. Dies geschieht iiber seinen N-
terminalen Teil (Kawanishi et al., 1995;).

Gamma-Catenin, auch als Plakoglobin bezeichnet ist dem Beta-Catenin sehr dhnlich.

1.4.4.3 Funktion

Unabhéngig von seiner Bindung an E-Cadherin ist Beta-Catenin als Signaltransduktor von der Zellperipherie in
den Kern bekannt. Es vermag also Signale (Mitogene), die von aulen iiber den Wnt-Rezeptor auf die Zelle ein-

wirken, zu vermitteln. Dies geschieht im Kern durch Bindung an den T-Cell-Faktor (Tcf) /Lef (Planck et al.,
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2000; Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996), einem Transkriptionsfaktor. Dieser Komplex bindet an die
DNA und ermdglicht so ein Ablesen von bestimmten wachstumsfordernden Genen (c-Jun, c-Fos, AP1) . Es

handelt sich also um die Funktion eines Protoonkogens (siehe auch Abb.11).

Kern
/‘ﬁcatem'n ‘
/ Lef/ Tcf . Transcription!

Zellproliferation /
Apoptosehemmung

Abbildung 11 APC-Beta-Catenin-Interaktion

Das Catenin-Gen liegt auf Chromosom 3p22-p21.3.

Erlauterung:

Im Abbildung 11 dargestellt ist die Interaktion zwischen dem APC-Protein und Beta-Catenin. Im linken Teil der

Darstellung erkennt man die Bindung zwischen APC, Beta-Catenin und der Serin-Threonin-Kinase GSK38.

Letztere vermag somit das Beta-Catenin zu phosphorylieren (Symbol "P"), und damit iiber den Proteosomen-

Pathway den Abbau zu ermdglichen. Somit kann die zellproliferationsférdernde Wirkung des Protoonkogens

Beta-Catenin kontrolliert werden.

Im rechten Bildteil ist verdndertes APC-Protein bzw. verdndertes Beta-Catenin dargestellt. Die Bindungsdomé-

nen fiir die gegenseitige Interaktion sind im dargestellten Fall mutiert (*), so dass die Komplexbildung APC-

Beta-Catenin- GSK38, die zur Phosphorylierung des Beta-Catenins erforderlich ist, nicht stattfinden kann. Das
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Beta-Catenin bindet im Kern unter Vermittlung der Transkriptionsfaktoren Lef/Tcf an die DNA, und vermittelt
das Ablesen von proliferationsfordernden Genen. Erhohte Aktivitdt des Beta-Catenins stellt somit eine Ursache

unkontrollierten Zellwachstums dar.

1.5 Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten 18 Patientenproben von Talgdriisenkarzinomen auf MSI hin untersucht werden
und zwar mittels der Marker BAT25 und BAT26. Wie Bocker et al., 1997 konstatierten, konnen bereits mittels
Analysen dieser beiden Loci zuverldssige Angaben zum Mikrosatellitenstatus gestellt werden. Drei weitere Loci
wurden in die Analysen mit einbezogen.

In einem zweiten Teil der Arbeit wurden einige dieser Talgdriisenkarzinome mittels Amplifizierung , Restrikti-

onsenzymverdaus und Sequenzierung im Exon 3 des B-Catenin-Gens untersucht.
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2 Material

2.1 Zubehor

2.1.1 Technisches Zubehor

Agarosegelkammer
Automatische Pipette
Biodoc Analyse , Whatman
Digital Printer,
Erlenmeyerkolben
Genanalyseapparatur "Licor"
Kiihlschrank

Mastercycler "Personal"
Mastercycler "Gradient"
Mikrowelle "Automatic"

Pipetten "Research"

Spektralphotometer "SmartSpec 3000"

Trafo

Vortex "Minishaker"

Waage

Wasserbad "Fisherbrand"
Zentrifuge "Minispin"
Zentrifuge Biofuge "Stratos"

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Reaktionsgefasse

Pipettenspitzen
Sauberungstiicher "Kimwipes Lite"
Reaktionsgefasse ,,Tubes*

2.1.3  Chemikalien und Enzyme

Acrylamid
Ammoniumperoxodisulfat
Agarose

Agarose "Low-Melt"

Borsdure

Bromphtenolblau
Desoxynucleotide
DNA-Polymerase "Superscript 11",
EDTA "Titriplex III

OWL Separation Syst., Portsmouth, USA
Drummond Scientific Co., Broomall, USA
Biometra, Gottingen

Sony, Tokyo, Japan

VWR Brand, Merck Eurolab AG, D-Dietikon
Licor Inc, Lincoln, USA

Liebherr, Ochsenhausen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Bosch, Stuttgart

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
BIO Rad, Hercules, CA, USA

Turnhout, Belgien

IKA Works, Wilmington, NC, USA
Scaltec Instruments, Heiligenstadt
Fisherscientific, Schwerte
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Kendo Laboratory Products, Osterode

Biozym Diagnostic GmbH, Hess. Oldendorf
Biozym Diagnostic GmbH, Hess. Oldendorf

Kimberly-Clark Corporation Neenah, WI, USA

Biozym Diagnostic GmbH, Hess. Oldendorf

National Diagnostics, Hessle-Hull, GB

Carl Roth, Karlsruhe

Eurogentec, Bel-SA

Biozym GmbH, Hess.Oldendorf
Carl-Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Gmbh, Steinheim

Boeringer, Mannheim
Gibco-Lifetechnologies, Gaithersburg, USA

E.Merck, Darmstadt
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Eisessig E.Merck, Darmstadt

Ethanol abs. E.Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid E.Merck, Darmstadt

Formamid Sigma-Aldrich Gmbh, Steinheim

Loading Dye Solution MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Molekulargewichtsmarker “pUC 19” MBI Fermentas, Vilnius, Litauen
Magnesiumchlorid Gibco-Lifetechnologies, Gaithersburg, USA
PCR-Puffer Gibco-Lifetechnologies, Gaithersburg, USA
Tris Carl-Roth, Karlsruhe

Xylol E.Merck, Darmstadt

2.2 Komplettsysteme

Jetsorb DNA-Extraktion Kit Genomed GmbH, Bad Oeynhausen
Qiamp DNA-Mini Kit Quiagen GmbH, Hilden
Sequenzier Kit Seq.ThermE2 Epicentre Technologies Madison, WI, USA

2.3 Elektrophorese

2.3.1 Allgemeines zu den Agarosegelen

Geladene Teilchen wandern im elektrischen Feld. So wandern die positiv geladenen Kathionen zur negativen
Kathode und die negativen organischen Anionen wie beispielsweise die DNA-Fragmente zur positiven Anode.
Die PCR-Produkte werden in Nahe der Kathode auf das Gel aufgebracht und wandern dann durch das Gel hin-
durch. Durch die auftretenden Wechselwirkungskrafte zwischen den Bestandteilen des Gels und den wandernden
Teilchen bewegen sich diese in Abhédngigkeit von der GroBe unterschiedlich schnell fort. GroBere Fragmente
erscheinen deshalb nach einer bestimmten Zeit néher an der Kathode (Néhe Startpunkt), wo hingegen kleinere

D N A-Stiicke zur gleichen Zeit sich dichter an der Anode befinden. Die in den Abbildungen gezeigten Gele sind
so ausgerichtet, dass sich die Kathode oben und die Anode unten befindet, so dass sich die Fragmente also in
Laufrichtung ,,nach unten* durch das Gel bewegen. GroBere Fragmente befinden sich also oben in der Abbil-

dung, wihrend kleinere weiter unten zu finden sind.

2.3.2  Acrylamidgelelektrophorese (Licor)

Licor-Apparatur Funktion
Das LICOR-System nutzt die Infrarotfluoreszenz (IR), um D N A zu detektieren. In der Polymerasekettenreakti-
on wird ein mit IRD (,,Infra Red Dye*)-Farbstoff gekennzeichneter Primer an die Amplifikationsprodukte ge-
bunden. Diese Fragmente werden ihrer Grofe nach im Acrylamidgel (6%ig) aufgetrennt. Eine Feststofflaser-
diode regt die markierten DNA-Fragmente zur Fluoreszenz an, so bald siec das Detektionsfenster passieren. Ein
automatisch fokussierendes Fluoreszenzmikroskop, welches eine Feststoff-Silikon-Fotodiode enthélt, fahrt lau-
fend das Gel in seiner Breite ab und sammelt so Daten. Diese Daten werden von der Software zu einem Gesamt-
bild zusammengefiigt, welches als Bandenmuster erscheint. Das Absorbtionsmaximum betrégt je nach verwen-
detem Fluoreszenz-Farbstoff entweder 795nm (IRD 800) oder 685nm (IRD 700). (LICOR-Sequencing Manual,
Einfiihrung, LICOR, Inc, 1999)
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2.3.3  Licor- Versuchsbedingungen

Die Elektrophosebedingungen der MSI-Analysen betrugen wie folgt:

Beta-Catenin MSI-Analyse

Sequenzierung
Gelgrofle 41lcm 25cm
Acrylamidgel 6% 6%
Spannung 1000V 1200V
Stromstiirke 35A 25A
Temperatur 50°C 55°C
Vorlaufzeit 0:30h 0:30h
Laufzeit 9:00h 5:00h
Geschwindigkeit mittel mittel

Elektrophoresebedingungen
Die Messungen erfolgen mittels Infrarot-CO2-Laser bei 795nm bzw. 685nm
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2.3.4  Molekulargewichtsmarker

Als Molekulargewichtsmarker wurde verwendet ,,pUC19 DNA /Mspl (Hpall) Marker®. Zur Herstellung dieses
Markers, der eine Mischung aus DNA verschiedener FragmentgroBen im Bereich von 501-26 Basenpaaren dar-
stellt, wird pUC 19-DNA mit Mspl verdaut, extrahiert, geféllt und erneut in 10mM Tris-HCI an 1mM EDTA
gelost.

Es ergibt sich in der Elektrophorese folgendes Bild:

Fragmentgriflen

1kb
201,489

T

3l

17
110

100h m

10k

Abbildung 12 pUC 19 DNA-Marker
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3 Methoden

3.1 Extraktion der DNA aus den Paraffinschnitten

3.1.1 Extraktions-Kit

Das QIAamp DNA Mini Kit- System beruht auf dem Prinzip der Aufldsung der Eiweifle mit Proteinase K, DNA
—Bindung an eine spezielle lonenaustauscher-Matrix, und nach verschiedenen Waschvorgingen Abgabe der
DNA an ein geeignetes Medium. Die paraffinfixierten Tumor- und Normalproben mit einer Probenmenge von

ca. 30 Miligramm wurden von den Ojekttradgern entfernt und in folgender Weise behandelt:

A- Zugabe von 180ul Pufferlosung und Proteinase K, Inkubation bei 56°C
B- Zugabe von 200l einer zweiten Pufferlosung, Inkubation bei 70°C

C- Zugabe von 200pl Ethanol

D- Bindung der DNA an ein Matrixsystem innerhalb einer Saule

E- Zwei Waschschritte

F- Losung der DNA in bi-destilliertem Wasser (DDW)

3.1.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm, bei

Kontrolle gegen einen Nullwert: Doppelt Destilliertes Wasser ohne D N A.

3.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.2.1  Allgemeines

Bei der PCR handelt es sich um eine von Muleris et al., 1986 entdeckte Methode DNA-Fragmente von bis zu 12
Kilobasen zu vervielfdltigen. Eine spezielle hitzebestindige DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus,
einem Mikroorganismus, welcher in heilen Quellen lebt, amplifiziert dabei in gesteurten Temperaturschritten

die Amplifikation der Ausgangs-DNA.

3.2.2 Bedeutung der einzelnen Temperaturschritte der PCR

A-Initiale Denaturierung

Hier werden die ganz oder teilweise miteinander verbundenen DNA — Einzelstringe voneinander getrennt. Die-
ser Schritt ist notwendig, damit eine fehlerfreie Anlagerung im néichsten Schritt erreicht werden kann. Er ist
insbesondere bedeutungsvoll, da gerade der Beginn der millionenfachen Amplifikation iiber das Endprodukt und
dessen Spezifitit entscheidet.

B- Primer-Anlagerung (,,Annealing*)

Die Oligonukleotide (Primer) suchen sich bei dieser relativ niedrigen Temperatur (zwischen 50°C -60°C) ihr

komplementéires DNA —Teilstiick und lagern sich dort an.
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C-Elongation

Durch Erhdhung der Temperatur auf 72°C gelangt der Ansatz in den Optimalbereich fiir das Arbeiten der Taq-
DNA-Polymerase. Diese beginnt komplementidr zur Matrizen-D N A, Nukleotide an den neu entstehenden
Strang zu kniipfen. Nach Beendigung dieses Schrittes wird erneut denaturiert.

D-Wiederholung Zyklenanzahl

Die Zyklen bestehen aus den Phasen A - C und werden iiblicherweise zwischen 25 und 40 mal wiederholt. Da-
durch wird ein exponentielles Anwachsen der Endproduktmenge erreicht, so dafl das untersuchte Fragment in
der Elektrophorese durch Ethidiumbromid nachweisbar wird.

E-Abschliessende Elongation

Alle nicht abgeschlossenen Verldngerungen der neuen DNA-Stringe werden durch diesen Schritt vervollstindigt

und durch Abkiihlung des Ansatzes auf +4°C wird eine weitere Reaktion nahezu vollstdndig unterbunden.

3.3 Oligonukleotide

D2S123 u 5'aaa cag gat gcc tge ctt ta3’ D2S123d 5°gga ctt tcc acc tat ggg ac 3' --Dinucleotid-
Repeat , polymorph

BAT26.1 5°tga cta ctt ttg act tca gcc 3’ BAT26.2 5'aac cat tca aca ttt tta acc ¢ 3°
-Mononucleotid-Repeat, monomorph

BAT25.1 5°tcg ctt caaagaatgtaagt3’ BAT25.2 5’tct gea ttt taa cta tgg ctc 3°
-Mononucleotid-Repeat, monomorph

D5S346u  5'act cac tct agt gataaatcg 3’ D5S346d 5'agc aga taa gac agt att act agt t 3°
-Mononucleotid-Repeat, monomorph

D17S250u 5°gga aga atc aaa tag aca at 3° D17S250d 5°gct ggc cat ata tat att taa acc 3°
-Dinucleotidrepeat, polmorph

MSCAT3S 5’ tgtaaa acgacg gcc agt gct gat ttg atg gag ttg gac atg g 3°

MSCAT3R 5’ cag gaa aca gct atg acc cca gct act tgt tct tga gtg aag g 3°

-CTNNBI, Exon 3

3.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen: Jetsorb-System

Das Prinzip des Jetsorb-Systems zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen zur Spezifizierung des PCP-
Produktgemisches beruht auf der Bindung der DNA an spezielle Glasperlen, die in einer Suspension vorliegen,
und die anschliessende Aufreinigung bzw. Abgabe der DNA an ein geeignetes Losungsmittel. Im einzelnen

erfolgen die Schritte (Jetsorb Protokoll, Genomed GmbH, 1994):

A- Auflésung des Agarosegels durch Schiittel-Mixen (Vortex)
B- DNA —Bindung an Glasperlen mittels Inkubation bei 50 °C
C- Waschschritte, Trocknung

D- Elution der gereinigten D N A
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3.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung beruht auf der Tatsache, dass die DNA-Polymerase solange den komplementéren Strang zu
verldngern vermag, bis sie ein verdndertes Nucleotid (Didesoxynucleotid, dd NTP) einbaut. Danach stoppt die
Reaktion durch Kettenabbruch (Sanger et al., 1977). Wird bei der Sequenzierreaktion eine bestimmte Mindest-
zeit eingehalten, so liegen bis zu einer bestimmten Fragmentldnge alle moglichen Fragmentgrofen bis zu dieser
vor, d.h. jeweils mit einem Langenunterschied von einer Base zueinander. Diese Mischung unterschiedlicher
Fragmentgrofen lasst sich schlieBlich in der

Acrylamidgelelektrophorese bis auf eine Base Unterschied genau auftrennen, so dass sich die Basenabfolge der
untersuchten DNA erkennen ldsst. Der Ablauf besteht aus den unter ,,PCR* beschriebenen Temperaturschritten.

Diese sahen bei der Sequenzierreaktion des CTNNB1-Gen, Exon 3 folgendermafBlen aus: (siche nichste Seite)
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Spezielle Sequenzier-Bedingungen

Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 0:30 min
Annealing 30 Zyklen S50°C 0:15 min
Elongation 70°C 1 min

Temperaturprofil der PCR-Reaktion (SEQ)

3.6 DNA —Restriktion

Bei Restriktion der DNA wurde das PCR-Produkt bei 37°C fiir 10 min. inkubiert, danach die Reaktion mittels
Zugabe von 0,5 pl 0,5M EDTA und Kiihlung auf 4°C gestoppt.

CTNNBI1-Gen, Exon 3, HinfI-Schnittstellen (gantc; zwischen g und a)

. Schnittstelle1
Schnittstelle 2

781 i Primerende 5 (+18 bp)gctga tttgatggag ttggacatgg
841 ccatggaacc agacagaaaa gcggctgtta gtcactggca gcaacagtct tacct glct
901 T:tg aat cca ttctggtgcc actaccacag ctccttctct gagtggtaaa ggcaatcctg
961 aggaagagga tgtggatacc tcccaagtcc tgtatgagtg ggaacaggga ttttctcagt

1021 ccttcactca agaacaagta gctgg Prinerende 3° (+18bp)

Abbildung 13 Restriktionsenzymverdau (Hinfl) des PCR- Fragmentes aus CTNNBI, Exon 3
Lokalisation SW-48 — Mutation (CTNNBI1, Exon 3, Codon 33)
Erlduterung:

Die Restriktionsendonuclease Hinf 1 schneidet das oben gezeigte Amplimer an den beiden mit Pfeilen gekenn-

zeichneten Stellen. Es entstehen im oben gezeigten Fall folgende drei Fragmentgrofen:

Gesamtliange des PCR-Fragmentes : 266 bp
Erstes Fragment: 100 bp
Zweites Fragment: 7 bp

Drittes Fragment: 159 bp

Tritt allerdings in der Erkennungssequenz der Restriktionsendonuclease ,, gantc* (rot unterlegt) eine Mutation

(*) auf, so schneidet das Enzym an dieser Stelle nicht. Im Falle einer Mutation im Codon 33, Exon 3 des Beta-
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Catenin-Gens von ,, tct™ zu ,.tat wird also diese mogliche Schnittstelle nicht erkannt und es entstehen im Hinfl-
Verdau dieser Proben nur noch folgende zwei Fragmente:

Erstes Fragment : 100bp + 7bp = 107 bp

Zweites Fragment: 159 bp
Das erste Fragment des Normalfalles verldngert sich bei Ausfall der ersten Schnittstelle um weitere 7 bp. Das
mittlere Fragment entfillt, da es bereits Teil des ersten ist, und das zweite Fragment weist eine Lange von 159 bp

auf wie in der Normalgewebeprobe.
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4 FErgebnisse

4.1 Chromosomale Lokalisation, Primeranlagerung

Horbid 3 %]

WIEH2
BAT2aE

Ideogran

=_Tird
Hile

D=2
H»="

Schema CTlyomosom 2- WISH 2- Locus
Duaelle: Ao Aasana By i aih g o ool -
By Entre Zrnap s o RS =Rl

LTH R =2 &mmaps= oo, o, ge nedagu er= S H 28 ER DOSE=00
M NT=T 1)

Abbildung 14 MSH2-Locus
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Erlduterung:

In der Abbildung erkennt man links den langen und kurzen Arm des Chromosoms 2 (Ideogramm). Der mit Rot
unterlegte Ausschnitt des kurzen Arms 2p16-2p22 ist im rechten Bildteil vergroBert dargestellt. Fett gedruckt ist
der MSH2 Lokus auf 2p22-21.

Amplimer fiir die Elekirophorese

_o—//‘\\—\_
S _ n
Primer BAT 26.1 Hrzymatisck amplifiziaeriss
(e ard) POR-Fragmeant
e o
i e 3"
‘"tga cta ctt ttg act tca gcc) + Strang
1 1

3 . . 5
...nnnnn! act gat saa aac tea ast cgﬁl nnn....nnn{aks.. (D .. annnnnomn.- Strang

S~ -
"

Genomische D N A (Chromosom 2p)

Schema Primetlagerung BAT 26.1

Amplimer fiir die Eleltrophorese

_/-"A““\_
Primer BAT 26.2 Hrzymatisch arplifiziertes
[ _
waji_ PCR Fmgmeﬁ_
s o
I”  aac cat tca aca ttt tta acc o - Strang
| 1

E ..... nn nlnn ttg ota agt tot aaa aat tgg glnn ..... nnnit)z..(a)s... .nnnnnnnm:j.... + Strang
I 1

-

—
Genomische D N A (Chromosom 2p)

Schema Primerlagerung BAT 26 2

Abbildung 15 Primerlagerung BAT26
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Erlduterung

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers BAT 26 und die der komplementaren Basenabfolge der geno-
mischen DNA lokalisiert auf Chromosom 2, an die sich der Primer anlagert. Die repetitive Sequenz Poly-,,A*,
wenige Dutzend Basen in 3’-Richtung gelegen, ist 26 mal wiederholt und wird sowie umliegende Basen eben-
falls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung des zweiten Primers an den +Strang zu sehen.
Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lolkalisation auf und abwirts der zu amplifizierenden Sequenz.
Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen Sequenzen werden amplifiziert. Die Primer
werden bei der Reaktion verbraucht und miissen deshalb im Uberschuss vorhanden sein genauso wie die ver-

wendeten Desoxynucleotide (AINTPs), aus denen das ,, enzymatisch amplifizierte® PCR-Fragment gebildet wird.
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+ Strang, 5.3
1 agrzagaa Hreazcage attaaaras srttabeass ctaacateat atoaatast
6] gastzaccaa aagratthct cttatzatas tozacshass cammateect Focttias
121 gtgotathea acatzotze aasthetzze cag oy P IT Ty Sy
18] aracacacar rarararat wacacacar dravaracas aeacacacae atattitata
24] gatagatsza tzgtaecaa ghoagasazz gnghagtasa netatoocta thztagatzn
3] cacagtroca taggtezaaa ghocortoca athe

Amplifikationsfraement fiir die Elektrophorese

e
. et
Ennymmatisch
anplifizieries PCR- Fragment

¢~ Primer D28123u
[forward)

Shaa cag gat gec tg@c ctt ta 3+ Strang

Genomische D N A (Cromosam @)

=chema Pnmeranlagerung Locus D231230

Amplifikationsfragment filr die Elektrophorese

e
Enmumaticel

7" Primer D25123d

(reverse) appilifiziartes POR- Fragment
Sgga ctt tecc acc tat ggg ac 3" Strang
N cct_gaa att tgg ata cecctg............. {ac) 13 {ac) 15.. 5+ Strang

Genomische D N A (Cromosam @)

=chema Pnmeranlagerung Locus D231234d

Abbildung 16 Primerlagerung D2S 123
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Erlduterung

Im oberen Bildteil siecht man einen Ausschnitt aus der DNA-Sequenz des Chromosoms 2, an das sich

der Primer anlagert.

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers D2S123 und die der komplementiren Basenabfolge der geno-
mischen DNA lokalisiert auf Chromosom 2, an die sich der Primer anlagert. Die Repetitive Sequenz Poly-,,CA*,
wenige Dutzend Basen in 3'-Richtung gelegen, ist 13 bzw. 15 mal wiederholt und wird sowie umliegende Basen
ebenfalls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung des zweiten Primers an den +Strang zu
sehen. Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lokalisation auf und abwirts der zu amplifizierenden
Sequenz. Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen Sequenzen werden amplifiziert. Die
Primer werden bei der Reaktion verbraucht und miissen deshalb im Uberschuss vorhanden sein.

Gleiches gilt fiir die verwendeten Desoxynucleotide (AINTPs), aus denen das ,, enzymatisch amplifizierte* PCR-

Fragment gebildet wird.
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Abbildung 17 Chromosom 3-CTNNB1-Locus

Erlduterung:

In der Abbildung erkennt man links den langen und kurzen Arm des Chromosoms 3 (Ideogramm). Der mit Rot
unterlegte Ausschnitt des kurzen Arms 3p21list im rechten Bildteil vergroBert dargestellt. Fett gedruckt ist der
CTNNBI Lokus auf 3p21.
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266bp-Fragment fiir Fl ektrophorese
_'___.”A\\.___\_
T L
Pri MSCAT3S Enzymmatisch
rimer i
(Forvrand) amplifiziertas
POR-Fragmeni
R A
7 Ml3-Ende o K
5 tgt aaa acg acg gcc agt, i + Strang
. igct gat ttg atg gagttg gac atg g
3 ace att ate aca aag cat aaatat'coa cta aac tag cic aac cte ftac dootac ot oot . S
1 1 - ang
!
e A
T
Genomische D N A (Chromosom 3)
Schema Primerlagerung CTHME 1, Exon 3
MECATIE
266 bp-Fragment fiir Fl ektrophorese
___,_A_\_\_
~ T
. Eruzymatisch
Primer MSCATAS amplifiziertes
[reverse]
PUR- Fragment
e A
7 MI3-Ende B A
cag gaa aca gct atg acce ! 3
7 El:l:a gct act tgt tct tga gtg aag g‘: - Strang
1 1
....... toc oft act tit tat tat zao aati oot cpatoa acaaza act cacttc ot act ot tta .. + Strang
e A
N
CGenomische D N A (Chromosom 3)

Schema Primerlagerung CTIIE 1, Exon =
MICAT3E

Abbildung 18 Primeranlagerung CTNNBI1, Exon 3

Erlduterung:

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers MSCAT3S und die der komplementdren Basenabfolge der
genomischen DNA lokalisiert auf Chromosom 3, an die sich der Primer anlagert, einen Abschnitt aus dem
CTNNBI1-Locus sowie umliegende Basen ebenfalls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung
des zweiten Primers an den +Strang zu sehen. Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lokalisation auf
und abwirts der zu amplifizierenden Sequenz. Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen
Sequenzen werden amplifiziert. Die Primer werden bei der Reaktion verbraucht und miissen deshalb im Uber-

schuss vorhanden sein.
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Gleiches gilt fiir die verwendeten Desoxynucleotide (ANTPs), aus denen das ,,enzymatisch amplifizierte* PCR-

Fragment gebildet wird.

+| x| Cenes_seq 2]

dpEL =
AP alid -
FPeL-R| n
IR ‘R
PN )
=

drd: =

i
i

ipd2

=11
ITdeogran 1l g ==
4pl6 L TH : BAT 25
+ sl -
§E g* el -
E{ L f
LD =
43135 1ol
"
1521 deg o2l -
i 1 ¥z.az -
agg dpe 2k
4926 = st I
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425 sl E:
13313 e :
3 i s )
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Schema Clhyomoszsom BAT 25-1 acus

Craelle: Attp Awwes . oy nlm nlh . govdogi- v Entre z0m

gps o YORG=EHhumECHR=4EMAFPS=ideog dpte r: doter

LontgfQ O0: 202982334 00], focl-dgi 2. -4gl 2 JE SO 0=3830 25150 N

Abbildung 19 Chromosom BAT25-Locus

Erlduterung:

In der Abbildung erkennt man links den langen und kurzen Arm des Chromosoms 4 (Ideogramm). Der mit Rot
unterlegte Ausschnitt 4p15.3- 4925 ist im rechten Bildteil vergroBert dargestellt. Fett gedruckt ist die BAT 25-
Lokalisation auf 4q12.
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Amplimer fiir die Elektrophorese
__—f’A‘k__
Primer BAT 25.1 Enzymtisch amplifiziertes PUR-Pradult
{ fororard)
e —_t—
54 g
tcg cct ccaaga atgtaa gt i 3'+ Strang
3] 5 ,
. nn d:lgl: gga got tect tac att ca : nnn....nnn tet.. .ttt (tTa... ()., .nn.nr?...._ Strang
_,-—“’/
——
Grenomi sche DN A (Chr omosom 412)
Schema Primetlagerung BAT 25.1
Amplimer fiir die Flektrophorese
_»F‘A‘k_
Primer BAT 25.2 BEnzvemxtisch amplifiziertzs PUR-Frodult
[mverse)
e N
L5 e
J.tct gea ttt taa cta tgg cte 3'_ Strang

3 i

1
1 v
...i..27a cgt aaa att gat acc gag nnn...... nnn aaaa..a..aaaa.(a)7 t...(a]:s...nnnnjj... + Strang
! 1
1

I

e
Grenomi sche DN A (Chr omosom 4g12)

Schema Primerlagerung BAT 25.2

Abbildung 20 Primeranlagerung BAT25

Erlduterung

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers BAT25 und die der komplementédren Basenabfolge der geno-
mischen DNA lokalisiert auf Chromosom 4, an die sich der Primer anlagert, einen Abschnitt aus dem Chromo-
som 4q12 sowie umliegende Basen ebenfalls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung des

zweiten Primers an den +Strang zu sehen. Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lokalisation auf und
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abwirts der zu amplifizierenden Sequenz. Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen
Sequenzen werden amplifiziert. Die Primer werden bei der Reaktion verbraucht und miissen deshalb im Uber-
schuss vorhanden sein.

Gleiches gilt fiir die verwendeten Desoxynucleotide (ANTPs), aus denen das ,,enzymatisch amplifizierte* PCR-

Fragment gebildet wird.

ITdeogran =

Eris; 2

kL4

il

S cherma Clhrommosom S-8 P2 -Taocas

Caelle:
Forg=hnin Lo Sl A P S=gene, ool T SEOSE S5 52
T3 VERXZ FSFEA S8 NS ER W= PL&8 QS TR=aim

Abbildung 21 APC-Locus
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Erlduterung:

In der Abbildung erkennt man links den langen und kurzen Arm des Chromosoms 5 (Ideogramm). Der seitlich
mit Rot gekennzeichnete Ausschnitt des kurzen Arms 5p21-22 ist im rechten Bildteil vergroBert dargestellt. Fett
gedruckt ist der APC-Lokus auf 5p21.

Amplimer fiir die Eleldrophorese

e
Primer D58346u Enzyematisch anplifizieries
(o 2] DNA-Fragment
e -
e v 3
‘act cac tct agt gat aaatca + Strang

...nnnn tga gtg aga tca cta tit agd nnn...... nnn{gt)%...nnnnnnnn..2 - Strang

_»-/J
——
Genomische DN A (Chromosom 5)
=chema Primerlagerung D53346u
Amplimer fiir die Eleldrophorege
_A_
Primer D55346d Enzymatisch amplifiziertes
(everse) DNA—Fmgm_ejQﬁ_
5 rI -\\/_ 3 '
1age aga taa gac agt att act agtt! - Strang
.hnn Etl.‘.E tct  att ctg tca taa tga tca ai nhH...... nnn{ca)l...nnnnnn.... 2+ Strang
S A
T
iGenomische DNA (Chr omosom 5)

Schema Primerlagerung D533464

Abbildung 22 Primeranlagerung D5S346
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Erlduterung:

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers D5S346 und die der komplementiren Basenabfolge der geno-
mischen DNA lokalisiert auf Chromosom 5, an die sich der Primer anlagert. Der repetitive Abschnitt ,,CA* so-
wie umliegende Basen werden ebenfalls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung des zwei-
ten Primers an den +Strang zu sehen. Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lokalisation auf und ab-
wirts der zu amplifizierenden Sequenz. Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen Se-

quenzen werden amplifiziert.

Hrh A= 2]

.
l'l'l.': .h' it

33g37E

D17 5250

o1 g el o T e
i 1

i

Tdeoranm

17F1S
17rl=
L7Fpdl.2
{fedizt
17311 .2
17912
1791
17322 2
17923 :
17az4
17325 B}

Schema Cloocaticsorn 1 -1 1775 2590-T ovoa s

Canelle At el el nokn nof oo o s b Enbre Srogn s opis O =1

FEMA PE= o205 8219503 SO S 75 FAFE 1 A0S N252 T o Pa S 80,
QIS LADN AT NSNS Coene I 8- 2050 eI s Sin=1 Fgil . SEENO=1 gl =

1}
U

el T I M
[T IR

d 5
Jrug. o)y

a

-

Abbildung 23 Chromosom 17-D175250-Locus

Erlduterung:

In der Abbildung erkennt man links den langen und kurzen Arm des Chromosoms 17 (Ideogramm). Der mit Rot
unterlegte Ausschnitt des langen Arms 17q12-q11+2 ist im rechten Bildteil vergroBert dargestellt. Fett gedruckt
ist der D17 S250 Locus.
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Amplimer fiir die Eleldrophorese

_/Al\\\_
Primer D175250u Eunoymnatisch anplifiziertes
(Bomerpd) DMNA A Fragrent
. v >
! gga aga atc aaa tag aca at ! + Strang
L 1 : 5 L

.nnm cct_tct_tag ttt_atc tgt ta

Genomische DNA (Chromosom 17)

Schema Primeranlagerung D 1732500

Amplimer fiir die Elekirophorese

_/JALR
Primer D1758250d Enmyatizch applifiziertes
A (rmverse) DNAA Fragment
ﬁgct goc cat ata tat att taa acc 3: Strang

..nnjg ga ccg ota tat ata taa att tgg: nhn...... nnn!ta!'r..!ca!n..nnnnn..‘.j. + Strang

o

—
Genomische DNA (Chromosom 17)

Schema Primeranlagerung D 17352504

Abbildung 24 Chromosom 17-D175250-Locus

Erlduterung

Das Schema zeigt die Primersequenz des Primers D17S250 und die der komplementéren Basenabfolge der ge-
nomischen DNA lokalisiert auf Chromosom 17, an die sich der Primer anlagert. Der repetitive Abschnitt ,,CA*
sowie umliegende Basen werden ebenfalls kopiert. In dem unteren Teil des Schemas ist die Anlagerung des
zweiten Primers an den +Strang zu sehen. Beide Primer binden jeweils an eine spezifische Lokalisation auf und
abwarts der zu amplifizierenden Sequenz. Nur DNA Abschnitte zwischen diesen beiden primerspezifischen

Sequenzen werden amplifiziert. Etablierung der PCR-Bedingungen fiir die MSI- Analyse.
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4.1.1 Etablierung der Mg 2+-Konzentrationen fiir MSI- Analyse

Die Mg2+-Konzentration wurde in folgenden Verdiinnungsstufen variiert: Von 1-10ul/ Ansatzvolumen

D25 123 Kontr. D25 123-Kontr.
Leukozyten Ko.1  Leukozyten Ko.2

1098 765432(ud 1098 765432 (u

Abbildung 25 Etablierung der Magnesiumkonzentration

Erléuterungen:

In der linken Abbildung ist die Bande des spezifischen PCR-Produktes D2S123 einer Leukozytenkontroll-DNA
eines gesunden Probanden (Kontolle 1) zu erkennen.

Mit steigender Mg2+-Zugabe von 2-10pl (¢ = 4- 20 mmol/ul) nimmt die Intensitdt der Bande zu. Jedoch wird
bei geringerer Konzentration die Bande dafiir schérfer.

In der rechten Abbildung ist die Bande des Primersets D2S123, einer weiteren Leukozyten -DNA-Kontrolle
(Kontrolle2) abgebildet. Mit steigender Mg2+-Zugabe (c= 4-20 mmol/ul) werden die Intensitdten zwar stirker,
jedoch inhomogener als bei der zuerst gezeigten Kontrolle.

Die Mg2+-Zugabemengen fiir die iibrigen MSI-Primer wurden in gleicher Weise etabliert.

Etablierte Mg2+-Konzentrationen fiir die Primer:

BAT 25 2,5ul/25ul Ansatz
BAT 26 2,5ul/25ul Ansatz
D2S 346 2,5ul/25pl Ansatz
D17 S250 1,0p1/25ul Ansatz
D5S 123 4,0ul/25ul Ansatz
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4.1.2 Etablierung der Primermenge:
Die Primer-Konzentration wurde in folgenden Verdiinnungsstufen variiert:

4-0,5pul / 25pul-Ansatzvolumen entsprechend 0,2-1,6 pmol/ul

4 |12 1,51 0,5 pul Zugabemenge

Abbildung 26 Etablierung der Magnesiumkonzentration

Etablierung der Primerkonzentration

Erlduterung:

Die Banden des Locus D5S346 stellen sich heterozygot dar. In dieser Abbildung erscheinen sie nahezu ohne
Unterschied gleich intensiv. Allerdings gibt es bei Zugabemengen unterhalb von 1,5 pl wiederholt nicht-
funktionierende PCRs. Somit wurden die Primer-Konzentrationen fiir alle Loci bei 2 pl-Zugabemenge etabliert.

Etablierte Primermengen:

BAT 25 2ul
BAT 26 2ul
D2S 346 2ul
D17 S250 2ul
D5S 123 2ul

4.1.3  Etablierung der Annealing-Temperaturen fiir MSI-Primer

Die Temperatur wurde in folgendem Bereich variiert: von 51-61°C

D178 250 Kontr.
Leukozyten (San)
. [ ]

-51°C

Abbildung 27 Etablierung der Annealingtemperatur

61°C
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Erlduterung:

In der Abbildung sind 11 PCR-Ansétze iiber einen Anlagerungstemperatur-Gradienten von 10 Grad Celsius im
Bereich von 51-61 © C mit dem Primerset D17S250 an Kontroll-DNA(San) etabliert worden. Das Tempera-
turoptimum fiir speziell diesen Primer liegt bei 52 ° C, da die Bande bei dieser Temperatur am schérfsten zu
erkennen ist. In gleicher Weise wurden auch die Bedingungen fiir alle tibrigen Primer etabliert.

Etablierte Annealingtemperaturen fiir folgende locusspezifische Primer-Kombinationen

(DNA aus Leukozyten):
BAT25 52°C bei 35 Zyklen
BAT26 60°C bei 35 Zyklen
D2S346 52°C bei 35 Zyklen
D17S250 52°C bei 35 Zyklen
D5S123 52°C bei 35 Zyklen

4.1.4 Etablierung der Taq-Polymerasemenge fiir folgende MSI-Primer

Etablierte Taq-Polymerase-Konzentrationen (25ul-Ansitze):

BAT 25 )

BAT 26
D2S 346 > 0,08U / ul Tag-DNA-Polymerase (Superscript, Gibco-Lifetechnologies)
D17 S250

D5S 123 )

4.1.5 Etablierung des Ansatzvolumens fiir MSI-Analysen

Durch Vergroferung des Ansatzvolumens von anfanglich 12,5ul auf 25 pl konnte eine hohere Stabilitdt der
Ergebnisse erreicht werden. Aus Griinden der Resourcenschonung wurde auf 50 pl-Ansétze verzichtet.

Die etablierten Ansatzvolumina sahen wie folgt aus:
Ansatzvolumina

BAT 25
BAT 26
D2S 346 > 25ul-Ansitze
D17 S250

D5S 123 D
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4.1.6 Etablierung der DNA-Konzentrationen fiir MSI-Analysen

Die DNA-Konzentration wurde in folgenden Verdiinnungsstufen variiert: 0,0002-2,0ng/ pl

Wegfall einer — g
Bande (Ver-
diinnungseffekt)

Abbildung 28

0,0002; 0,0004 0,002; 0,02; 0.2; 2ng/pl

D58346 Ko.1 (heter ozygot)

- -

0,0002; 0,002; 0,02, 02 2 ng/ul
D58346 Ko.2 (homozygot)

Etablierung der DNA-Konzentration fiir MSI-Analysen

*Der Lokus D5S 346 ist in der westlichen Population gewdhnlich heterozygot ( = 80%)

Erliuterung:

In der Kontrolle 1 (KO 1) ist der Primer D5S346 gezeigt,
bei DNA- Verdiinnungen von 0,0002-2,0 ng/ pl bzw. 0,001-0,4 ng /Ansatz.
In der ersten Abbildung bei c0 0,0002 ng/pul ist die Verdiinnung der DNA so hoch, dass das eine Allel dieses

heterozygoten Locus durch den Verdiinnungseffekt nicht mehr im Ansatz vorhanden ist (Pfeil). Nur das 2. Allel

wird abgebildet. Die 2. Kontrolle (Ko.2) zeigt keine auffélligen Intensititsveranderungen. Hier zeigt die Kon-

trolle beziiglich des Locus D5S346 ein homozygotes Allel. Zu erkennen sind auerdem die Abrutschbanden
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4.2 Optimierung der PCR-Bedingungen (Paraffinschnitte)

Die Bedingungen wurden in gleicher Weise wie 4.2 beschrieben verdndert und optimiert.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse dieser Optimierung dargestellt:

Primer c(Mg2+) Annealing-T | ¢(Primer) c¢(Taq) V(ul) DNA -Menge
0
BAT25 Smmol/pul  An-|54°C bei 35|0,8pmol/pl 0,08 U 25ul 0,0002-2ng/
satz Zyklen pl
BAT26 Smmol/ul  An-| 60°C bei 35|0,8pmol/pl 0,08 U 25ul 0,0002-2ng/
satz Zyklen ul
D2S346 Smmol/ul  An-|54°C bei 35| 0,8pmol/pl 0,08 U 25ul 0,0002-2ng/
satz Zyklen ul
D17S250 2mmol/pl  An- | 54°C  bei 35 |0,8pmol/pl 0,08 U 25ul 0,0002-2ng/
satz Zyklen ul
D5S123 8mmol/ul An-|54°C bei 35|0,8pmol/pl 0,08U 25ul 0,0002-2ng/
satz Zyklen pl
Gesamt PCR-Bedingungen
4.3 Temperaturprofile
Initiale Denaturierung 95°C 2 min
~
ZyKklus-Denaturierung 95°C 0:45 min
Annealing 54°C  0:45 min > 15 Zyklen
Elongation 72°C 1 min
/
Finale Elongation 72°C 1 min
Temperaturprofil der PCR-Reaktionen (Loci BAT25, D2S 123, D175250, D5S346)
Initiale Denaturierung 95°C 2 min
~
Denaturierung 95°C 0:45 min
Annealing 60°C 0:45 min > 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min
/
Finale Elongation 72°C 1 min

Temperaturprofil der PCR-Reaktionen (Locus BAT 26)
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4.4 Etablierung der PCR fiir die Analyse von CTNNBI, Exon 3

4.4.1 Etablierung der Mg 2+-Konzentrationen

Unspezifische Banden

266 hp-Bande (spezifisch)
Primer

Fr

MGM 5 4

h

43,532521,510.5ul

[

**RGM = Mollmhrzewichts
markerpUC 19

Abbildung 29 Etablierung der Mg2+-Konzentration

Erléuterung:

Dargestellt sind PCRs am Exon 3 des CTNNBI1-Locus MSCAT bei verschiedenen Mg2+Zugaben von Mg2+=
0,5p1-5pl. Molekulargewichtsmarker (MGM) ist pUC 19 mit den eingezeichneten Fragmentgréfien von 501 bp -
67 bp. Die Zugabemenge wurde mit 3,5ul (c = 3,5mmol/l) festgelegt. Bei grofleren Zugaben von Mg2+ ist das
Signal zwar stirker, aber die Schmierbanden sind dort zu kréftig. Im Bereich niedrigerer Zugabemengen von
0,5-3,0ul ist jedoch das spezifische Signal zu schwach.

Etablierte Mg2+-Mengen fiir Primer:

MSCAT 3S /MRCAT 3R 3,5 mmol/l
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4.4.2 Etablierung der Primer-Konzentrationen

Die Primer-Konzentration wurde in folgenden Verdiinnungsstufen variiert:

1,0u1-4,0ul/ 25u1-Ansatz

MGM 3 2 1ul
Abbildung 30 Etablierung der Primerkonzentration
Erléuterung:

Zu sehen ist die Bande einer Normalkontrolle. Rechts neben dem Molekuargewichtsmarker (MGM) erkennt

man:
bei 1 pl Primerzugabe : keine Bande
bei 4 pl Primerzugabe: maximale Intensitdt des PCR-Produktes

Die Bande erscheint doppelt, da neben der oberen spezifischen Bande zusétzlich eine Primerwolke darunter zu

sehen ist.

4.4.3 Etablierung der Anlagerungstemperatur

MGM 69° 64° 60°C
Abbildung 31 Etablierung der Annealingtemperatur
Erléuterung:

Die Etablierung der Anlagerungstemperatur brachte im Temperaturbereich von 64 +/- 5 °C fiir das Primerpaar

keine erkennbaren Unterschiede.

Etablierte Annealing-Temperaturen fiir Primer:

MSCAT 3S/MRCAT 3R 64°C
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4.4.4 Taq-Polymerase-Konzentration

Bei der Tag-Polymerase-Konzentration wurde die in der Literatur angegebene Menge verwendet (c= 0,08 U/ pul).

4.4.5 Etablierung des Ansatzvolumens

Beim Ansatzvolumen wurden 50ul-Ansétze verwendet (grossere Ausbeute)

4.4.6 Etablierung der DNA-Konzentration fiir die Analyse von CTNNB1, Exon 3

Die DNA-Konzentration wurde in folgenden Verdiinnungsstufen variiert:

von 0,0002-50ng/pl

MGM 1 0,50,20,0010,0005 pl

Abbildung 32 Etablierung der DNA-Konzentration
Etablierte D N A Konzentrationen fiir:

MSCAT 3S/ MRCAT 3R ¢ =0,0002-2ng / pl

4.5 Optimierungen der PCR-Bedingungen an Paraffinschnitten

Beta-Catenin-PCR Bedingungen nach Optimierung ( Paraffinschnitte ), Uberblick

Bei erster PCR:

Primerpaar c(Mg2+) Annealing-T(°C) c¢(Primer) c(Taq) V(ul) DNA -Menge
MSCAT 3,5 mmol/l Ansatz 64°C /35 Zyklen  0,8pmol/ul 0,67U/ 50ul 50pul 0,0002-2ng/ul
3S/3R
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PCR-Bedingungen Beta-catenin, Exon 3

Nach Ubertrag aus Agarosegel ( 2.PCR )

Primerpaar c(Mg2+) Annealing-T(°C) c¢(Primer) c(Taq) V(ul) DNA -Menge
MSCAT 1,5 mmol/l Ansatz 64°C /35 Zyklen  0,8pmol/ul 0,670/ 50ul 50ul 0,000250ng/ul
3S/3R

4.6 Temperaturprofil der PCR-Reaktion (Primerpaar) MSCAT3R / 3S)

Initiale Denaturierung 95°C 3 min
N
Denaturierung 95°C 1 min
>
Annealing 64°C 1 min 35 Zyklen
J
Elongation 68°C 1 min
Finale Elongation 68°C 5 min

Temperaturprofil Beta-Catenin, Exon3-PCR

4.7 Optimierung des Restiktionsenzym-Verdaus (R-Verdau)

Die Restriktionsdauer wurde im Bereich von 1-10 min optimiert:

266 bp
} Spaltprodukte

Primer

MGM Ko.1098 7 6 54 3 2 1 0 t(min)

Abbildung 33 Restriktionsverdau Zeitkurve

Optimierung des Restriktionsenzymverdaus:
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In Abbildung 33 ist eine Zeitkurve (t = 0-10 min) der restriktionsenzymatischen Spaltung eines PCR-Fragmentes
einer Linge von 266 bp aus dem CTNNBI1-Gen, Exon 3 (oberer Pfeil) dargestellt. Die Intensitit der Ausgangs-
bande (266bp) nimmt mit Zunahme der Spaltungszeit kontinuierlich ab. Darunter sind die Spaltprodukte der
DNA-Restriktion zu erkennen (Klammer). Diese bilden noch keine einheitliche Bande, da die Laufzeit im Aga-
rosegel fiir eine Trennung dieser relativ geringen FragmentgroBen-Unterschiede noch nicht ausreicht. Unten im

Gel ist die Primerbande zu sehen (unterer Pfeil). Ganz links sieht man den Molekulargewichtsmarker (MGM).

Inkomplett
verdaute
PCR-Produkte

4— 266 bp

“— 159 bp
« 107bp

T 100 bp

LIGM SW- Kol 5W- SW Ko.1 Ke.l
43-R -R 48 48-R-R

Abbildung 34 Restriktionsverdau Negativ- und Positivkontrollen

Die Abbildung zeigt von links nach rechts folgende Spuren:

1. Spur Molekulargewichtsmarker

Spur Positivkontrolle ,,SW-48 nach inkompletter DNA- Restriktion
Spur Negativkontrolle ,,Ko.1* nach kompletter Restriktion

Spur Positivkontrolle ,,.SW-48“ vor DNA-Restriktion

Spur Positivkontrolle ,,SW-48 nach inkompletter DNA- Restriktion (s.0)
Spur Negativkontrolle ,,Ko.1* nach kompletter Restriktion

A G e

Spur Negativkontrolle ,,Ko.1“ vor DNA-Restriktion
Wie unter 3.6 erldutert, entstehen durch Spaltung des PCR-Fragmentes aus CTNNBI, Exon 3 folgende Frag-

mentgroBen (von oben nach unten im Gel zu sehen):

Ausgangsfragment: 266 bp
Mittleres Fragment: 159 bp
Fragment bei ,,SW-48“-Mutation: 107 bp
Fragment bei Negativkontrolle: 100 bp

4.8 Ergebnisse der Analysen
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4.8.1 MSI-Analyse Abbildungen

Ergebnisse der MSI-Analyse an den folgenden Loci zeigte:

<4— MSI!

R

Abbildung 35 MSI-Untersuchung Locus BAT25

Erlauterung:

Zu erkennen sind die MSI-Analysen von Tumorproben der Patienten 1-20 am Locus BAT25 unter optimierten
PCR-Bedingungen. Der monomorphe Mononucleotid-Repeat erschien bei Mikrosatellitenstabilitdt (MSS) als nur
eine Hauptbande. Die begleitenden Banden sind Abrutschbanden, die auf fehlerhaftes Arbeiten der Tag-
Polymerase zuriickzufiihren sind. Liegt eine MSI vor, so erkennt man eine zusdtzliche Hauptbande, die sich
deutlich von den iibrigen Abrutschbanden abhebt (Patient Nr.20). Diese Analyse zeigt somit an diesem Locus
Mikrosatellitenstabilitét bei 12 von 18 Patienten und MSI bei nur einem Patienten. Diese Ergebnisse waren iiber-
raschend, da andere Autoren bei mit dem Muir-Torre-Syndrom assoziierten Talgdriisenkarzinomen iiberwiegend

MSI und nicht MSS festgestellt hatten (vgl. 1.2.3).
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Abbildung 36 MSI- Untersuchung Locus BAT26

Zu erkennen sind die MSI-Analysen von Tumorproben der Patienten 1-20 am Locus BAT26 unter optimierten
PCR-Bedingungen. Der monomorphe Mononucleotid-Repeat erschien bei Mikrosatellitenstabilitidt (MSS) als nur
eine Hauptbande. Die begleitenden Banden sind Abrutschbanden, die auf fehlerhaftes Arbeiten der Tag-
Polymerase zuriickzufiihren sind. Liegt eine MSI vor, so erkennt man eine zusitzliche Hauptbande, die sich
deutlich von den iibrigen Abrutschbanden abhebt (Patient Nr.20). Diese Analyse zeigt somit an diesem Locus
Mikrosatellitenstabilitét bei 16 von 18 Patienten und MSI bei nur einem Patienten. Auch diese Ergebnisse waren
iiberraschend, da andere Autoren bei mit dem Muir-Torre-Syndrom assoziierten Talgdriisenkarzinomen {iber-
wiegend MSI und nicht MSS festgestellt hatten (vgl. 1.2.3). Insgesamt lésst sich durch die MSI-Analyse dieser
beiden Loci also die Aussage treffen, dass nur einer der 18 Patienten als hochgradig mikrosatelliteninstabil ein-
gestuft werden kann, wihrend die iibrigen 16 Patienten sich als mikrosatellitenstabil erwiesen. Eine Probe
konnte nicht amplifiziert und analysiert werden.

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch die MSI-Analysen einzelner Patienten.
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D35346 BAT2S D25123 D175250 BAT26
Abbildung 37 MSI Priifung Pat.20
Erlauterung:

Zu erkennen sind die MSI-Analysen des als hochgradig mikrosateliteninstabil eingestuften Patienten. Am Locus
D5S346 im Normalgewebe sieht man Heterozygotie, die durch unterschiedliche maternale und paternale Allele
hervorgerufen wird (verschiedene Fragmentliangen). Hingegen zeigt das Tumorgewebe nur noch Homozygotie
an diesem Locus. Es hat also ein Allelverlust (LOH) stattgefunden, der hier ein Indikator ist, fiir eine Deletion
eines Teils (5q) des Chromosoms 5. Hier liegt auch das bei Kolonkarzinomen haufig mutierte APC-Gen (vgl.
4.1). Die monomorphen Marker BAT25 und BAT26 zeigen MSI.

T N N T TN N T
BAT 25 BAT 26 D17S250 D2S 123

Abbildung 38 MSI-Priifung Patient 15
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Erléuterung Abb. 15:

Die MSI-Analyse des Patientenmaterials Nr.15 zeigt bei den monomorphen Markern BAT25 und BAT26 so-
wohl im Tumor als auch im Normalgewebe nur eine Hauptbande (siehe Abb. 38 und 39). Die hier zusétzlich zur
Bande des Tumorgewebes gezeigte Normalbande ist zur MSI-Statusbeurteilung nicht nétig und wird an dieser
Stelle nur exemplarisch gezeigt. Weiterhin sind zwei polymorphe Marker, (vgl.3.3), D17S250 und D2S123 dar-
gestellt. Ihre Beurteilung erfordert den direkten Vergleich von Tumor- und Normalgewebe, da sie in der Bevdl-
kerung sowohl als homozygot als auch als heterozygot erscheinen konnen. Sie sind also polymorph. Beide Mar-
ker erscheinen im Vergleich von Normalgewebe gegen Tumorgewebe als gleichartig: sind also mikrosatelliten-

stabil. Dies bestétigten die Ergebnisse der Analyse der monomorphen Marker.
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4.8.2  Ergebnisse der MSI-Analysen

Die 18 Talgdriisenkarzinome (TDK), von denen mindestens 10 in die klinische Diagnose des MTS fielen
(4.10.2) , wurden anhand von zwei monomorphen Markern (BAT25, BAT 26) auf MSI hin untersucht. Mono-
morphe Marker sind innerhalb einer Population beziiglich ihrer Homo- oder Heterozygotit weitestgehend kon-
stant. Abweichungen von dem vorherrschenden Bandenmuster miissen als Instabilitdt gewertet werden. Es ent-
fallt also der bei polymorphen Markern notwendige Vergleich zwischen Normalgewebe und Tumorgewebe. Es
konnen somit Aussagen zur Mikrosatellitenstabilitdt (MSS) allein aus dem Tumorgewebe getroffen werden.
Dafiir sind die Marker BAT 25 und BAT 26 ausreichend (Bocker et al., 1997, Dietmaier et al., 1997). Dies war
von Vorteil, da von einigen Patienten kein Normalgewebe zur Verfligung stand. Die MSI-Analysen der 19 Tu-
morproben ergaben folgende Ergebnisse:

Monomorphe Marker

Bei den monomorphen Markern konnte bei 16 von 18 Tumorproben MSI ausgeschlossen werden. Eine Tumor-
probe wies hochgradige MSI auf (MSI-high) da hier beide monomorphen Marker BAT 25 und BAT 26 instabil
waren, sich also in der Gelelektrophorese zwei Hauptbanden darstellten. Eine weitere Tumorprobe war nicht
beurteilbar, da kein PCR-Produkt gebildet werden konnte. Im Einzelnen lief3 sich fiir den Locus BAT 25 bei 12
von 18 TDK eine Instabilitdt ausschliefen (MSS), 4 der 18 Proben waren nicht eindeutig interpretierbar, und bei
einer Probe lief3 sich kein PCR-Produkt nachweisen. Hingegen wies eine Tumorprobe MSI auf (Patient Nr. 20).
Fiir den Locus BAT 26 konnte in 16 von 18 Tumorproben eine MSI ausgeschlossen werden, ein TDK wies MSI
auf ( Patient Nr. 20), und bei einer Probe war kein PCR-Produkt feststellbar.

Polymorphe Marker

Polymorphe Marker sind solche , die in einer Population sowohl in homozygoter Form als auch in heterozygoter
Form vorkommen. In einem mikrosatelliteninstabilen Individuum dieser Population kommt jedoch nur eine
Auspriagung vor: entweder Homozygotie oder Heterozygotie. Verliert eine Zelle jedoch ein maternales oder
paternales Allel dieses Locus, so kann es zum Verlust der Heterozygotie (LOH) kommen, die zweite Bande
wiirde dann in der Gelelektrophorese verschwinden (siehe auch 1.3.10). Die polymorphen Marker stellten sich
aufgrund der Probenqualitit als schwer amplifizierbar dar, so dass die PCR hier nur an zweien von 18 Patienten
moglich war:

Patient Nr. 15 erwies sich am Locus D2S123 und D17S250 sowohl im Normalgewebe als auch in der Tumor-
probe als heterozygot, das Bandenmuster erschien gleichartig, so dass hier MSI und Allelverlust (LOH) ausge-
schlossen werden konnen. Patient Nr. 20 zeigte am Locus D5S346 den Verlust eines Allels (LOH, vgl. 1.3.10)
im Tumorgewebe, so dass nur eine Hauptbande zu sehen war, wihrend das Normalgewebe sich als heterozygot
darstellte. Dieser Locus liegt in unmittelbarer Néhe des Tumorsuppressor-Gens APC (siche 1.4.3.6), welches
somit von einer Mutation betroffen sein kdnnte. Die Beurteilung des Normalgewebes und Tumorpaares des
Locus D2S123 erschien aufgrund der schlechten Bildqualitdt der Tumorprobe schwierig.

Zusammenfassend lieB sich also bei 16 von 18 der Tumorproben mittels Mikrosatelliteninstabilitdtsanalyse der
monomorphen Marker eine MSI ausschlieen, wihrend sie sich bei nur einer Tumorprobe bestétigte (Patient Nr.
20). Die Beurteilbarkeit der polymorphen Marker erwies sich als schwierig, wobei zu zwei Patienten Aussagen
getroffen werden konnten. Bei einem Patienten (Patient Nr.15) konnte MSI und LOH an zwei Loci ausgeschlos-
sen werden, wihrend der durch die monomorphen Marker als mikrosatelliteninstabil bestétigte Patient (Patient

Nr. 20) zusétzlich im Locus D5S346 einen Allelverlust (LOH) zeigte, welches auf einen APC-Gen-Defekt hin-
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weist. Aussagen zum Locus D2S123, der in Nachbarschaft zum MSH2- Gen, eines wichtigen Mismatch-Repair-

Gens (MMR-Gen) liegt, erwiesen sich die Proben dieses Patienten jedoch als nicht eindeutig beurteilbar.

4.8.3  Gesamtergebnistabelle MSI

Monomorphe Marker Polymorphe Marker
4 A IVl — N
Patient BAT 25 BAT 26 D 2S 123 D17 S250 DS5S 346 MSI
Nr. MSI/MSS |MSI/MSS |MSI/LOH |MSI/LOH |MSI/LOH Gesamt
1 - - —
2 - - —
3 - - —
4 - —
5 - - —
6 - - —
7 - - —
10 - - —
11 ; ;
12 - - ---
13 - - ---
14 0 - —
15 - ; - - - To 0 | —
16 0 -
17 0 -
18 - -
19
20 + + - - 10 0 + + | +

Legende: + = positiv; - = negativ; O = keine eindeutige Aussage moglich,
MSI =mikrosatelliteninstabil MSS = mikrosatellitenstabil;
keine Eintragung = Nichtfunktionieren der PCR
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4.9 Beta-Catenin-Untersuchung

4.9.1 Ergebnisse Hinfl-Verdau

&

.
L 266 bp
-9
b 159 bp
- 100 bp
Primer

MmeMm RV RVRVRYV RV RV
I

18T 17T 14T 12T 11T 10T

Abbildung 39 Ergebnisse Restriktionsverdau

MeMRY RVR V

P

12T 11T 16T

Abbildung 40 Ergebnisse Restriktionsverdau
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Erlauterung der vorangehenden Abbildungen:

Zu erkennen sind in den beiden Abbildungen Tumorproben der bezeichneten 7 Patienten. Es ist jeweils das
CTNNBI, Exon 3 PCR-Produkt vor der Restriktionsspaltung (V ) und nach der Restriktionsspaltung (R) zu
sehen. Die jeweiligen FragmentgroBen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Links ist der Molekulargewichtsmarker
(MGM) aufgetragen. Wie unter 3.6 ausgefiihrt erkennt man die folgenden FragmentgroBen:

Ausgangsfragment : 266 bp

Spaltprodukte : 159 bp, 100bp

Das 7 bp- Fragment ist im Agarosegel aufgrund seiner GroBe nicht mehr darstellbar. Die schwache Bande unter-
halb der 100 bp-Bande tduscht ein etwas verkiirztes Spaltprodukt vor. Es handelt sich jedoch aller Wahrschein-
lichkeit nach um Primer-Dinucleotide. Durch eine Kontrolluntersuchung konnte im direkten Vergleich die GroBe
des Fragmentes der Doppelbande als 100 bp-Fragment bestdtigt werden. Somit ist das kiirzere Fragment der

Doppelbande artefiziell.

Ubersicht iiber die Ergebnisse der HinfI-Restriktion

Patient Mutation

10 -

11 -

12 -

14 -

16 -

17 -

18 -

Gesamt 0

Der Restriktionsverdau brachte folgende Ergebnisse:

Bei 7 von 18 Patienten war geniigend aufgereinigtes PCR-Produkt der CTNNB1-Exon 3- Amplifikation vorhan-
den, so dass ein Hinfl-Restriktionsverdau duchgefiihrt werden konnte. Wie in den Abbildungen zu erkennen,
wurde das eingesetzte PCR-Produkt von 266 bp-Linge in drei Fragmente minderer Groflen gespalten: 159 bp,
100 bp, 7 bp. Im Falle einer Mutation im untersuchten Genbereich hétte sich die Linge und Anzahl der Spalt-
produkte des Restriktionsverdaus verdndert. Das Screening auf die hdufige Mutation im Exon 3, Codon 33 des
Beta-Catenin-Gens (CTNNB1) erbrachte jedoch keine derartigen Hinweise. Bei dieser Mutation ist anstelle der
Abfolge ,tct“ ein ,tat“ durch Punktmutation in diesem Bereich aufgetreten. Somit vermag das Hinfl-Enzym
diese Stelle nicht mehr zu erkennen (vgl.3.6). Das hat zur Folge, dass kein 7 bp-Fragment entsteht, sondern ein
107 bp-langes Fragment, welches sich in der Elektrophorese knapp oberhalb der 100 bp- Bande (Pfeil) darge-
stellt hitte (vgl. 4.8).

61



Promotion Carsten Decker Talgdriisenkarzinome und Muir-Torre-Syndrom

4.9.2  Sequenzierreaktion

<«——
—~ _ﬁ
i [
ACGT AC GTACGT
N-EKo Sw-48 10T
Abbildung 41 Ergebnisse Sequenzierung R, Normal/ Tumorkontrollen sowie Probe 10T

Ergebnisse Sequenzierung

Die Sequenzierung des CTNNB1-Locus, Exon 3 wurde an fiinf verschiedenen Tumorschnitten von den insge-
samt 18 Patienten durchgefiihrt. Exemplarisch ist in der Abbildung die Sequenzierung an Patient Nr. 10 darge-
stellt.

Links daneben ist die entsprechende Negativkontrolle (Normalgewebe, N-Ko) bzw. die Positivkontrolle der
Kolonkrebszelllinie ,,SW-48 aufgefiihrt. Die Ergebnisse der Sequenzierung waren nicht eindeutig zu beurteilen.
Bei der nicht mutierten Kontrolle (Negativkontrolle) erscheint in Exon 3, Codon 33 (Pfeil) in mittlerer Codon-
Position ein ,,g* (siche N-Ko.). In der Sequenzierung des Patienten Nr. 10 erscheint als zusétzliche schwache
Bande (Pfeil) im Codon 33, Exon 3 ein ,,t*. Diese kdnnte ein Hinweis auf Mutationen in diesem Bereich sein, ist
jedoch eher artefiziell, da die Banden nicht eindeutig zu beurteilen waren. Wie bei der Positivkontrolle (SW 48)
zu erkennen ist, ist hier im Exon 3, Codonposition 33 an zweiter Stelle das ,,g* durch ein ,,t* ersetzt (Pfeil). Dies
ist als Punktmutation von ,,g* zu ,,t* zu betrachten. Bei den gezeigten Sequenzierungen handelt es sich um rever-
se Sequenzierungen , die sich also nicht auf den + Strang, sondern auf den —Strang beziehen, somit erscheint
statt der im +Strang zuerkennenden ,,c* zu ,,a“-Mutation in dieser reversen Seqeunzierung des —Stranges eine

g zu t“-Mutation.

Ergebnisse Sequenzierung
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Patient

Mutation

1

2

6

10 -

17 -

Gesamt 0

Erlduterung:

Wie exemplarisch an Patient Nr.10 erldutert, ergaben sich u.a aufgrund der schlechten Probenqualitit und gerin-
gen Menge Probleme der Beurteilbarkeit der Sequenzierungen. Es konnte jedoch an den fiinf untersuchten Pro-
ben keine Mutation im untersuchten Genbereich festgestellt werden, welches somit die Ergebnisse des Restrikti-

onsverdaus unterstiitzte.

4.10 Klinische Daten

4.10.1 Epidemiologische Struktur des Patientengutes

Insgesamt handelt es sich um 18 Patienten. Der dlteste Patient war bei Erst-Diagnosestellung 83 Jahre alt und der
jiingste 25 Jahre. Das Durchschnittsalter betrug 61,7 Jahre, der Altersgipfel liegt zwischen 61-70 Jahren.
Geschlechterverteilung : zu gleichen Teilen méannlich und weiblich

Lokalisation des Hauttumors als Erstmanifestation:

17 mal Oberlid, 3 mal Unterlid. Die rechte Seite war 16 mal betroffen

Extradermaler Tumor gesichert bei 10 Patienten. Bestehend aus drei mal kolorektalem Karzinom, zwei mal
Bronchialkarzinom, einem hepatozelluliren Karzinom, einem Teratokarzinom des Hodens, einem Magenkarzi-
nom, einem Nierenzellkarzinom, einem Prostatakarzinom

In sechs Féllen trat der extradermale Tumor vor dem Talgdriisenkarzinom auf.
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4.10.2 Patientenbezogene Daten

Patient Nr. | Interne Nr. | Interne Nr. | Erstmani- Erstmani- Zweit- Zweitmani-

festation Festations- | Manifestation Festations-
Alter Alter

1 8298A

2 9214C 9472A TDK 83 Bronchial-Ca 87

3 9616A

4 9740T

5 16331B Hoden- 25 TDK 38
Terato-Ca

6 16521 TDK 58 Hepatozell.Ca 64

7 17271 TDK 67 Nierenzell Ca 78

8 nur Norm algewebe | vorhanden

9 nur Norm algewebe | vorhanden

10 18750A

11 18920 TDK 44 Magen Ca 66

12 19198D

13 22432 TDK 67 Prostata Ca 73

14 22857 Kolorek- ? TDK 73
tales Ca

15 26148TNT Kolorek- 40 TDK 50
tales Ca

16 26916A

17 27187B

18 29255A Prostata Ca |56 TDK 57

Kolorekt.Ca 58

19 29258A

20 30539A Bronchial- | 68 TDK 70
Ca

Klinische Daten
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In der vorangehenden Tabelle ist der internen Numerierung die Patientennummer (1-20), bzw. das Erst,- und
Zweitmanifestationsalter, und die Art der Manifestation zugeordnet. An den fortlaufend numerierten Tumorpati-
enten "8" und "9", von denen nur Normalgewebe vorhanden war, wurde keine Untersuchung vorgenommen.

Bei den Patienten 1, 3, 4, 10, 12, 16, 17 und 19 war ausschliesslich Tumormaterial der TDK vorhanden. Weitere
Angaben beziiglich der o.g Kriterien konnten von der Universitits-Augenklinik Erlangen, von wo das Proben-
material stammte, jedoch nicht gemacht werden, sodass in der vorangehenden Tabelle bei diesen Patienten keine
Eintragung vorgenommen wurde. Genauere Klinische Daten konnten jedoch zu den restlichen 10 Patienten
gemacht werden. Die Angaben sind in der vorangehenden Tabelle vermerkt Sie lieBen sich sdmtlich dem Muir-

Torre-Syndrom zuordnen (zur Definition vgl. 1.2.2).
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5 Diskussion

5.1 Methodische Schwierigkeiten

5.1.1 MSI-Analyse (PCR)

Das Alter der Paraffinschnitte, die fiir diese Untersuchungen zur Verfiigung standen, betrug zwischen 10-30
Jahren. Wenn Schnitte, die genomische DNA enthalten, nicht sachgerecht, oder iiber lange Zeitraume gelagert
werden, so kann eine Fragmentierung der DNA eintreten, sei es durch physikalische oder durch chemische Ein-
fliisse (DNAsen, Feuchtigkeit,etc.). Somit liegt der oft schwierige Verlauf der PCRs ebenfalls im Alter der Pro-
ben begriindet. Einzelne PCRs mussten bis zu 10 mal wiederholt werden, ehe es zu einem verwertbaren,
spezifischen PCR-Produkt kam.

Unterschiedliche Fixierungen. Es handelte sich bei allen verwendeten Proben um Paraffin-fixierte Schnitte. Un-

terschiedliche Protokolle bzw. Inhaltsstoffe und Verunreinigungen (z.B. Phenole) konnen als Inhibitoren der
PCR bzw. DNA-abbauende Substanzen (DNAsen, Radikale,...) zum Ausfall eines spezifischen Amplifikations-
produktes fiihren.

In einem ersten experimentellen Teil wurde eine Verdiinnungsreihe der Proben mit Verdiinnungsstufen von bis

zu 1:100 ( d.h. von ca. 1-2ng/ul auf 0,01-0,02 ng(DNA)/ul im PCR-Ansatzvolumen durchgefiihrt. Bei einigen

PCR-Ansitzen reichten die angewandten Verdiinnungen von 1:100 schon aus, um die Konzentration eines vor-
kommenden Inhibitors soweit zuriickzudrangen, dass die PCR ungestort ablaufen konnte. Bei der Mehrheit der
Proben war dies jedoch nicht der Fall, und so ist die zum Teil sehr inhomogene Verteilung von funktionierenden
PCR-Ansitzen auch zu erkldren.

Durch erneutes Ausfillen der DNA und nachfolgendes Losen in bi-destilliertem Wasser wurde versucht, die

Wirkung des Inhibitors abzuschwichen. Diese Aufreinigung blieb aber weitestgehend ohne Erfolg, wie am Aus-
fall zahlreicher PCR-Reaktionen zu sehen war.

Erst die Senkung der DNA-Konzentration auf ein 2.000 -10.000stel der anfinglich eingesetzten Ausgangskon-

zentration brachte den gewlinschten Erfolg, also die spezifischen Amplifikation der untersuchten Loci. Die Kon-
zentrationen der genomischen DNAs befanden sich in Bereichen, die so gering waren, dass sie einer Anzahl von
wenigen Kopien des untersuchten DNA-Abschnittes entsprachen.

Prinzipiell konnen gerade bei den sehr geringen Konzentrationen der eingesetzten DNAs, auch Verunreinigun-
gen des Probenmaterials mit DNA anderer Herkunft eine Rolle spielen.

Ursachen hierfiir konnen sein:

-Mikrospritzer beim Offnen der Patienten-Proben-Gefifie oder der Kontroll-Gefifle

-DNA aus z.B. Hautzellen des Untersuchers. Die hohen Temperaturen bei der PCR reichen schon aus,

um genetisches Material aus den versehentlich in die Ansdtze geratenen Zellen freizusetzen.

-DNA aus anderen Quellen
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5.1.2  Amplifikation des Exon 3 des Beta-Catenin-Gens (CTNNB1)

5.1.2.1 PCR

Aufgrund der bereits in der Amplifikation der repetitiven Sequenzen zur MSI-Analyse im ersten Teil der Arbeit
gemachten Erfahrungen beziiglich der Optimalbedingungen, konnten nahezu alle Proben am Locus CTNNBI1
amplifiziert werden. Als zusétzliches Problem traten jetzt jedoch unspezifische Banden (Schmierbanden) auf.
Um dieses Problem zu beherrschen, wurde ein spezielles Verfahren bei der Amplifizierung angewandt: Dabei
wurde das PCR-Produkt aus einer ersten PCR in einen neuen PCR-Ansatz gegeben (1.Verfahren) In einem
zweiten Verfahren wurde die spezifische Bande der ersten PCR im Agarosegel mit einem Zahnstocher angesto-
chen und anhaftende DNA des spezifischen PCR-Produktes so erneut amplifiziert (Impfung).

Das erste Verfahren brachte nicht den gewiinschten Erfolg, d.h. es war keine spezifische Bande nachweisbar.
Das zweite Verfahren im Zusammenhang mit einer verdnderten Mg2+-Konzentration von Mg = 1,5u1/50ul-

Ansatz ermdglichte die Amplifikation, so dass spezifische Banden nachweisbar waren.

5.1.2.2 Restriktionsverdau (R-Verdau)
Der Restriktionsverdau ergab als Screening-Methode auf Mutationen im Exon 3 des CTNNB1-Gens keine Hin-

weise auf Mutationen.

5.1.2.3 Sequenzierreaktion

Der Restriktionsverdau ergab keine Hinweise auf Mutationen. Die Sequenzierung bestdtigte diese Situation.
Allerdings fiel die Beurteilbarkeit schwer. Ursache hierflir war die zu geringe Menge des spezifischen Fragmen-
tes . Insbesondere durch das Verfahren des Herausschneidens der Banden und die Aufreinigung im JETSORB-
Verfahren wird eine Mindestmenge an eingesetztem Amplifikationsprodukt beansprucht, da bei diesem Verfah-
ren ein hoher Anteil von anfinglich eingesetzter DNA verloren geht. Auflerdem erschwerten "Blocke" von

Schmierbanden die Beurteilbarkeit .

5.2 MSI-Analyse und —Cateninuntersuchung vs. Klinik

Mindestens 10 von 18 Patienten fallen unter die klinische Diagnose des Muir-Torre-Syndroms, wobei das Talg-
driisenkarzinom in 5 Fillen die Erstmanifestation und in ebenfalls 5 Fillen die Zweitmanifestation darstellte. Zu
der Klinik der restlichen Patienten lie8 sich aufgrund der Aktenlage und des langen Zuriickliegens der Erkran-
kungen keine eindeutige Aussage beziiglich der Erstmanifestation treffen. Die Erstmanifestation trat im Durch-
schnitt verhéltnismaBig spit auf, der Altersgipfel liegt zwischen 61-70 Jahren, das Durchschnittsalter betrigt
61,7 Jahre. Nur ein Patient war jlinger als 40 Jahre, aber auch er gehdrte nicht zum HNPCC-Syndrom, da die fiir
HNPCC untypische Kombination von TDK mit einem Terratokarzinom des Hodens dagegensprach. Bei 16 Pati-
enten konnte eine MSI ausgeschlossen werden, wohingegen ein Patient als mikrosatelliteninstabil bezeichnet
werden musste, eine Aussage zu einer [3-Catenin-Mutation konnte bei diesem Patienten leider nicht getroffen
werden. Allerdings erwiesen sich 7 Patiententumorschnitte als im Hinfl-Verdau nicht beta-catenin-
mutationsverddchtig. Auch eine direkte Sequenzierung ergab keine auffélligen, eindeutig beurteilbaren Ergeb-
nisse.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass es sich bei dem untersuchten Talgdriisenkarzinomen iiberwiegend
um mikrosatellitenstabile Tumoren handelt, die klinisch dem MUIR-TORRE-Syndrom zugeordnet werden kon-

nen und wahrscheinlich in tiberwiegender Anzahl keine Mutationen im CTNNB1-Gen aufweisen.
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5.3 Aussagen und Einschrankungen

In der vorliegenden Arbeit wurden die sehr selten vorkommenden Talgdriisentumoren von 18 Patienten auf MSI
und Beta-Catenin-Mutationen untersucht.

MSI ist allgemein ein Hinweiszeichen auf einen MMR-Defekt, der bei dem HNPCC sehr frith innerhalb der
Tumorprogression auftritt. Diesem sind weitere Mutationen nachgeschaltet, beispielsweise Mutationen im APC,
K-ras, p53-Gen. Tritt ein kolorektales Karzinom zusammen mit einem Hauttumor wie beispielsweise dem Talg-
driisenkarzinom auf, so spricht man vom MTS. Die unabhéngig voneinander gesammelten 18 Proben, von denen
eine nicht amplifizierbar war, wiesen iiberwiegend (16 von 18) keine MSI auf, obwohl sie groBtenteils mit extra-
dermalen bzw. kolorektalen Karzinomen assoziiert waren. D.h. also, dass ein MMR-Defekt ursdchlich bei der
Karzinogenese keine (entscheidende) Rolle gespielt haben wird. Dies ist neu. Kruse et al., 1998 beschrieben
MTS-Patienten , die zu 100% MSI in mindestens einem dermalen oder extradermalen Tumor aufwiesen. Es
muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass in den hier vorgenommenen MSI-Priifungen praktisch ausschlief3-
lich Mononukleotid-Repeat-Loci, namentlich BAT25 und BAT26 ein auswertbares Ergebnis lieferten. Nur ein
Vertreter des Patienten-Kollektive, Patient Nr. 20, wies hohe MSI auf. Er erkrankte an einem Talgdriisenkarzi-
nom und zwei Jahre darauf an einem Bronchialkarzinom und ist somit ein MTS-Patient. Aufgrund der bisher in
der Literatur beschriebenen Fille wire zu erwarten gewesen, dass ein Grofteil der untersuchten Patienten eben-
falls MSI-positiv gewesen wire. Das Gegenteil war jedoch der Fall. 16 von 18 Patienten mussten als MSS einge-
stuft werden, da BAT25 und BAT26 keine Instabilitit zeigten. Dem an kolorektalen Tumoren beschriebenen
Modell der Interaktion des Tumorsuppressor-Gatekeeper-Gens APC und des Protoonkogens Beta-Catenin zufol-
ge (vgl. 1.4.4.3), kdnnen Mutationen sowohl an einer oder mehreren Bindungsdoménen des APCs als auch Mu-
tationen im Beta-Catenin dazu flihren , dass das Zellwachstum durch unverhiltnismifBig hohe Konzentrationen
an Beta-Catenin auBler Kontrolle gerét. Bei Kolonkrebszelllinien sind Beta-Catenin -Mutationen mit einer Hau-
figkeit von bis zu 26% nachgewiesen worden (Ilyas et al., 1997). Fiir Talgdriisenkarzinome sind bisher keine
Untersuchungen auf Beta-Catenin-Mutationen beim Menschen durchgefiihrt worden. Da ein MMR-Defekt somit
iiberwiegend als nicht verantwortlich fiir die Talgdriisenkarzinogenese angesehen werden kann, wurde im zwei-
ten Abschnitt der Arbeit nach Mutationen im Beta-Catenin-Gen gesucht. Bei 7 von 7 ausgewihlten Patienten des
im Restriktionsverdau untersuchten Kollektives gab es keine Hinweise auf Mutationen im Beta-Catenin-Gen.
Zusétzlich wurde noch versucht, eventuell vorhandene Mutationen in einer sogenannten ,,Mutation-Cluster-
Region® bei 5 Patienten mittels direkter Sequenzierung genauer zu bestimmen . Die Beurteilbarkeit fiel aufgrund
schwacher Signale schwer. Es ergab sich aber ebenfalls kein Anhalt fiir Mutationen im Beta-Catenin-Gen.

Des weiteren konnten Untersuchungen von Prof. Holbach und Mitarbeitern in Erlangen in diese Arbeit mit ein-
flieBen. Bei einer Auswahl von 6 der in dieser Arbeit auf MSI und teilweise auf Beta-Catenin-Mutationen gete-
steten Patienten konnte bei einem Patienten, welcher MSI-positiv war im Tumorgewebe immunhistochemisch
FHIT-Gen-Expression nachgewiesen werden. So auch in Normalkontrollen dieses Patienten. Hingegen wiesen 5

Talgdriisenkarzinome mit MSS eine fehlende FHIT-Gen-Expression auf.
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FHIT (,,Fragil histidine triad*) ist protektiv gegen DNA-Doppelstrangbriiche. Es kdnnte also, falls es von einer
Mutation betroffen ist, konstitutiv, die Mutationsrate erhdhen. Der Zusammenhang zwischen Fhit-Gen-Defekt
und Hauttumoren wurde durch eine Arbeit von FONG et al., 2000 an FHIT-Knockoutméusen nachgewiesen.
Neben den Gastrointestinalen Tumoren traten zusétzliche Hauttumoren auf. Durch im Rahmen und auf Vorarbeit
dieser Arbeit fuBende Ergebnisse konnte also erstmals beim Menschen fehlende FHIT-Gen-Expression mit mi-
krosatellitenstabilen Talgdriisentumoren in Verbindung gebracht werden.

Zusammenfassend hat diese Arbeit das Ergebnis gebracht, dass die untersuchten Talgdriisenkarzinome in iiber
90 % mikrosatenlitenstabil sind (MSS) auf der Basis der beiden getesteten Mononucleotid-Repeats. Nur ein
Patient wies in seinem TDK eine hohe MSI auf, die auch in den polymophen CA-Markern bestétigt werden
konnte. Ob es sich hierbei um einen HNPCC- Patienten handelt ist fraglich, da bei ihm ein Brochialkarzinom als
Erstmanifestation erst im Alter von 68 Jahren auftrat, das TDK schlieBlich zwei Jahre spiter manifest wurde
(Amsterdam-Kriterien, 1.3.3). Es ist jedoch vorstellbar, dass sich die MSI dieses Patienten auf der Basis aus-
schlielich somatischer Mutationen ergeben hat.

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse bilden einen kleinen Baustein im Mosaik der hochst komplizierten
und multifaktoriellen Karzinogenese der untersuchten Tumoren und bieten eine weitere Mdglichkeit, in der Zu-

kunft diese besser zu verstehen und dementsprechend zu behandeln.
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7 Anlagen CTNNBI1-Gen, Exon 3

intron

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

ccecctcectg
taatt aat at
gtt cagcagt
act aacct gg
gt at cccagt
aacttttttt
atggctactc
tgccattaag
ggct accttt
agccaccagc
ttccactgat
ct gagct aac
t aaaaat att
caatctacta
ccat ggaacc
ct ggaat cca
aggaagagga
ccttcactca
agaat gcagt
gaagaaaaga
aat gct gaac
t gcaat gact
gcat gcagat
ctgaaccatc
cagaacttgc
t aagcaat ga
tt cagaat gt
tacaggt ggt
ccagacacgc
at acaaat ga
at cgt gaggg
ttgggt aaga
atttctgatg
ccattacaac
tagctggtgg
ctattacgac

2154. .>2218

/ gene=" CTNNB1"

/ nunber =6

gettttatta
ttatactatt
gat ggagctg
t aaaagagga

gactt aggag

agggtatttg
aaggtttgtg
ccagt ct ggc
tgctccattt
aggaat ct ag
t cagt gagt a
cctggctatc
t caat gggtc
at gct aat ac
agacagaaaa
ttctggtgcec
t gt ggat acc
agaacaagt a
ttt gagaact
gagt aat agc
t gt ggat agt
cgagct caga
cccat ct aca
acagatgctg
cacacgt gca
cat agct agc
ctacccaata
ggtt aat aag
t at cat gcgt
t gt agaaaca
cttactggcc
aaacat gt ca
aggctttttt
tct ccacaac
gct gcagaaa

agactgcctt

ttacaact ct
aat aaaaaga
t ggt t gaggt
tatgggtttt
tattaatcaa
aagt at acca
tcattaaatc
t gagat ccce
t ct gct cact
t ct ggat gac
act gt t aggt
atctgctttc
at at cacaga
tgtttcgtat
gcggetgtta
act accacag
t cccaagt cc
gct ggt aaga
aaaaagt t ag
aat gt cact t
gagt gt t gaa
gggt acgage
cagtttgatg
aaacat gcag
at ccct gaac
tttttagtct
ccagtacttg
gctgcagtta
tctcctcaga
gctegttgta
atctttaagt
gaat gcttga
cttcttccca
cttttattac
at ggt t gcct

caaattttag

aattattctt tatgtggttt tcatggagca

gtgctttttc
catttttggt
gt ct ggagga
ttttgtgggt
gctaaattta
tacaactgtt
tttagttact
ctgctttcct
cctcctaatg
tgcttctgga
gggttcccta
ttggct gt ct
ttettttttt
ttatagctga
gt cact ggca
ctccttctct
t gt at gagt g
gtattatttt
t gt at aat ag
ttaccattta
ttaacctttt
tgctatgttt
ctgctcatcc
ttgtaaactt
t gacaaaact
gct tt gaagt
aaaact aacg
tggtccatca
tggtgtctgc
ccgct gggac
ct ggaggcat
agct aaaaag
gtt caccagt
at caagaagg
t gct caacaa
cttatggcaa

tt ggacacct

at caccat cc
aaggaggagt
gaccat gagg
gt aat agt ga
aat cct aat g
tt gaaaat cc
gaatt ggggc
ctctccctge
gctt ggt gaa
gcct ggat gc
agggat t agg
ttcagatttg
ttaaattaaa
tttgat ggag
gcaacagt ct
gagt ggt aaa
ggaacaggga
tcattgcctt
tttaaat aaa
ggat accaaa
ccagatattg
ccct gagaca
cactaatgtc
gatt aact at
gct aaat gac
aaat gct caa
atgtttctga
gctttctaaa
tattgtacgt
cttgcat aac
tcctgecctg
t agaagagt a
ggattctgtg
agct aaaat g
aacaaat gt t
ccaagaaagc

ccagt gt cat

tgaat atcta
tttcactgaa
tctgcgtttc
catttaacag
acttttgatt
agcgt ggaca
tctgcttcgt
ttacttgtca
at agcacaaa
agtaccattc
tatttcatca
actttatttc
gtaacatttc
tt ggacat gg
t acct ggact
ggcaat cct g
ttttctcagt
act gaaagt ¢
at gt t gt ggt
tacttaggta
at ggacagt a
t t agat gagg
cagcgtttgg
caagat gat g
gaggaccagg
ggggagt agt
attcct gt at
aaggaagct t
accat gcaga
ctttcccatc
gt gaaaat gc
t act cacaat
ttgttttatg
gcagt gcgt t
aaattcttgg
aaggt aagag

gtcattcc
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Thesen der Arbeit

1) Die untersuchten Talgdriisenkarzinome lassen sich iiberwiegend dem Muir-Torre-Syndrom zuordnen

2) Die untersuchten Talgdriisenkarzinome gelten iiberwiegend als mikrosatellitenstabil

3) Es ergaben sich keine Hinweise auf Mutationen im Beta-Catenin-Gen

4) Mikrosatellitenstabilitdt in den untersuchten Talgdriisenkarzinomen ist mit fehlender

FHIT-Gen-Expression positiv korreliert
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