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A. Einleitung

Asymptomatische, nur zufédllig entdeckte Nebennierentumoren finden sich
jensaits des 50. Lebengahres mit einer Haufigkeit von 0,5 - 9% (Russdll et d.,
1972; Penn, 1987; Latronico & Chrousos, 1997). Sie snd oft gutartig.
Genannt seien zum Beispiel adrenokortikale Adenome, Phaochromozytome
und seltener Myeolipome. Metastasen okkulter Karzinome und primére
Nebennierenkarzinome machen weniger as 10% dieser Tumorerkrankungen
aus  (Kasperlik-Zauska, 1997). Die genetische Basis sowohl der benignen
as auch der malignen Geschwilste bedarf einer Kléarung. Sicher ist, dal3 die
Atiopathogenese heterogen it (Reincke, 1998; Bornstein et a., 1999).
Nachgewiesen wurden zum Beispiel Deletionsmutanten des ACTH-Rezeptors
und Mutationen von zdllzyklusmodulierenden Genen wie p53 (Ohgaki et d.,
1993), p21 (lida et a.,1997) und auch erbliche Tumordispositionen wie das
Makroglossie-Omphalozelen-Syndrom von Beckwith-Wiedemann (Beckwith,
1969) und Li-Fraumeni (Li & Fraumeni, 1969) oder der Carney-Komplex
(Carney, 1995).

Benigne adrenokortikale Tumore zeigen nicht selten Heterozygotieverluste, die
unter anderem den Chromosomenabschnitt 11913 betreffen. Die Literatur
welst be insgesamt 133 Patienten 25 mit dem Verlust mindestens eines
Mikrosatellitenmarkers in dieser Bande auf, also etwa jeder 5. Patient. Die
Héaufigkeit schwankt dabel zwischen O und 50%, je nach verwendetem
Mikrosatellitenmarker (Beckers et al., 1992; Skogseid et al., 1992; Gordon et
a., 1994; lida et a., 1995; Gordon et a., 1996; Kjellmann et d., 1996; Gortz et
a., 1999; Heppner et d., 1999; Kjdlmann et a., 1999). Ba Patienten mit
multipler endokriner Neoplase Typ-I (MEN 1), die an Nebennierentumoren
leiden, findet sich ein Heterozygotieverlust eher selten (Skogseld et a., 1992;
Heppner et a., 1999). Grolkere systematische Untersuchungen zu diesem
Thema fehlen dlerdings. Die Mdglichkeit, dal3 an der Genese adrenokortikaler
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Tumoren en Tumorsuppressorgen beteligt ist, das auf dem
Chromosomenabschnitt 1113 lokalisiert ist, wird durch die Tatsache
unterstrichen, dal3 sich auch bei sporadischen Nebennierenkarzinomen in etwa
der Hélfte der Fdle Heterozygotieverluste in diesem Abschnitt nachweisen
lassen (Skogseid, 1992; Gordon, 1994; lida, 1995; Kjellmann, 1996; Gortz,
1999; Heppner, 1999; Kjelmann, 1999). Fir die Inaktivierung eines
Tumorsuppressorgens ist nach gegenwartiger Auffassung zu fordern, dal3 das
erste Alldl durch Mutation inaktiviert wird, wahrend das Zweite typischerweise
durch Heterozygotieverlust inaktiviert wird, so dal3 die komplette Genfunktion
und somit auch die tumorsupprimierende Wirkung fehlen (Knudson, 1971,
Haber & Harlow, 1997). Das fur die Entstehung der MEN | Erkrankung
verantwortliche Gen konnte kirzlich auf Chromosom 11g13 lokadisiert werden
(Chandrasekharappa et a., 1997), wobel es sich offensichtlich um enen
nukledren Regulationsfaktor handelt (Guru et d.,1998). Etwa 30-40% der MEN
| Patienten weisen Tumorerkrankungen des Nebennierenkortex auf, wobel
adrenokortikale  Adenome und gegebenenfals bilaterde  nodulédre
hyperplastische Erkrankungen gegentiber den sdtenen Karzinomen im
Vordergrund stehen (Beckers et d., 1992; Skogseid et al., 1992; Skogseld et
a., 1995; Burgess et a., 1996). Es ist bekannt, dal3 inaktivierende Mutationen
des MEN | Gens nicht nur in Familien mit typischer MEN | Erkrankung und
durch Keimbahnmutationen entstandenen sporadischen MEN | Erkrankungen
vorkommen (Chandrasekharappa et da., 1997), sondern gleichfals in
gporadischen Geschwiilsten, die auch im Zusammenhang mit der MEN |
beobachtet werden. Hier seien Nebenschilddriisenadenome mit 21% (Heppner
et d., 1997), Gastrinome mit 33% (Zhuang et d., 1997) und bronchiae
Karzinoide mit 36% (Debelenko et al., 1997) genannt. Vor diesem Hintergrund
sellen wir die Frage, ob Mutationen des MEN | Gens an der Entstehung
sporadischer, gutartiger Tumoren der Nebennierenrinde betelligt sind.



Erbliche adosteronproduzierende Tumore im Snne des familiden
Hyperadosteronismus Typ | entstehen unter anderem durch Fusionshybride
des CYP11B1 Gens mit dem CYP11B2 Gen (Lifton, 1992). Die
Steroidproduktion geht dabel typischerweise auch mit einer Tumorbildung in
der Nebennierenrinde enher (Dluhy, 1994). Allerdings kommen solche
familidren adosteronproduzierenden Tumoren auch unabhangig von der
Bildung solcher Fusionshybride vor (Torpy, 1999). Dal3 insbesondere
adosteronsezernierende  adrenale  Adenome auch familidr gehduft as
Bestandteil der MEN | Erkrankung auftreten, ist ein Hinweis auf die genetische
Vidfdt bel der Entstehung solcher Geschwilste (Beckers, 1992).

Zur Charakteriserung des MEN | Gendefekts untersuchten wir Blut und
Gewebe von 15 Patienten mit sporadischen, isolierten adrenokortikaen
Adenomen, ener Patientin mit unilateraler nodulérer adrenokortikaler
Hyperplasie und einer Patientin einer Familie mit erblicher arteridler Hypertonie
durch Conn-Syndrom in Kombination mit hypophyséaren Tumoren durch
Heterozygotieanayse auf Chromosom 11913 und direkte
Desoxyribonukleinsauresequenzierung aler kodierenden Exone des MEN |

Gens.



Ubersicht Uber Chromosom 11

Ausschnitt aus dem Chromosomenabschnitt 11913

Chr.: Chromosom, Cen.: zentromerisch, Tdl.: telomerisch; kb: Kilobasen
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Das Menin Gen wurde auf Chromosom 11q13 lokalisiert (Chandrasekharappaet a., 1997). Esist fur die
Entstehung der MEN | verantwortlich. Das Gen hat eine Grof3e von 10 Kilobasen und umfaf3t 10 Exone, von denen
das Erste nicht kodierend ist.



B. Material und M ethoden

B. |. Patienten

Die Pdaienten wurden in der Abteilung fir Allgemeine Chirurgie und
Unfdlchirurgie der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf zwischen 1987 und
1998 operiert. Die Patienten wurden vor ihrer Zustimmung personlich Gber die
Telnahme an der Studie aufgeklat. Die Patientenauswahl ist der
nachstehenden Tabelle zu entnehmen. Die mittlere Nachbeobachtungszeit im
Kollektiv betrug 36 Monate (Median 35 Monate). Einschlulkriterium war die
Erkrankung an enem gutartigen Nebennierentumor mit histologischer
Diagnosestellung durch  das Indtitut  for  Pathologie  (Direktor:
Universitétsprofessor Dr. med. H. E. Gabbert). Ausschlufriterien waren eine
nicht gchere histologische Klassifikation, unzureichendes Tumormaterial, eine
unzureichende Aktendokumentation und die fehlende Zustimmung des

Patienten.
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B. |. 1. Tabellarische Dar stellung des Patientenkollektivs

A: Alter in Jahren, G: Geschlecht, M: maéannlich, W: weblich, ADX:
|aparaskopische Adrenalektomie, DHEAS:
Dihydroepiandrosteron, Mon.: Monat, art.: arteriell

Adrenalektomie, Lap ADX

NR |HISTO- TUMOR- | A KLINISCHE HORMON NACHBE- THERAPIE
LOGISCHE | GRORE DIAGNOSE PRODUKTION OBACHTUN
DIAGNOSE G IN MON.
1 |[Adenom 4,5x4,5cm | 42 Cushing Syndrom| Kortisol 35 ADX
4 Adenom 41x35cm | 63 Inzidentalom Kortisol, 37 ADX,
17-OH- dorsaler
Progesteron Zugang
13 | Adenom 3x3cm 51 Morbus Conn Aldosteron 26 Lap. ADX
20 |Adenom 2,5cm 54 Inzidentalom hormoninaktiv 48 ADX,
dorsaler
Zugang
22 | Adenom 5x5cm 24 Cushing Kortisol, 31 ADX, trans-
Syndrom, Testosteron, peritoneal
Hirsutismus DHEAS,
17-OH-
Progesteron
27 | Adenom 25x25cm | 45 Morbus Conn Aldosteron 41 ADX
32 | Adenom 3x3cm 60 Hypertonus, Androstendion, A ADX,
Inzidentalom, 17-OH- lateraler
Diabetes mellitus | Progesteron, Zugang
] 11-Desoxykortisol
33 | Adenom 35x25cm |45 Hypertonus, Kortisol 52 ADX,
Diabetes mellitus dorsaler
1 Zugang
38 | Adenom 45x3,8cm | 51 Inzidentalom hormoninaktiv 41 ADX
40 [Adenom 22x14cm | 61 Morbus Conn Aldosteron 29 ADX,
dorsaler
Zugang
46 | Adenom 7x6cm 46 Hypertonus 17-OH- 2 ADX
Progesteron
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NR |HISTO- TUMOR- | A KLINISCHE HORMON NACHBE- THERAPIE
LOGISCHE | GRORE DIAGNOSE PRODUKTION OBACHTUN
DIAGNOSE G IN MON.
47 | Adenom 4x2cm 40 angeborener art.| Aldosteron 70 ADX
Hypertonus
60 |Adenom 4x4cm 45 Inzidentalom hormoninaktiv 36 ADX,
dorsaler
Zugang
61 | Adenom 5x4,5cm 50 Hypertonus hormoninaktiv 33 ADX,
dorsaler
Zugang
69 | nodulére 149 56 Hirsutismus, Testosteron 26 ADX
unilaterale Rezidivstruma
Hyperplasie
83 | Adenom 4x3,5cm 66 Hypertonus, 17-OH- 26 ADX,
Hirsutismus Progesteron, dorsaler
17-OH- Zugang
Pregnenolon,
Kortisol
118 | Adenom 3x4cm 18 Morbus Conn Aldosteron 10 Lap. ADX

B. . 2. Festlegung von Stammbaum und Familienanamnese

Der Stammbaum wurde durch mindliche Befragung der Patienten erstellt. Wo
Immer mdglich, wurden Krankenakten und Arztbriefe erkrankter Angehoriger
zugezogen.

Die Erhebung der Patientenanamnese beinhaltete die Frage nach Tumoren der
Nebenschilddrise,  der

Bauchspeicheldriise, der Schilddrise, des Diunndarms, der Haut und anderen

Nebenniere,  der Hirnanhangdriise,  der

Tumorerkrankungen  beim  Patienten und seinen  blutsverwandten

Familienangehotrigen Uber mindestens drel Generationen.

12




B. I1. Arbeitsgangschema

Tumorgewebe Q Blut

I solation genomischer DNS

Aufreinigung der DNS

Amplifikation der DNS mittels PCR

Heterozygotieverlustanalyse Direktsequenzanalyse
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B. Ill. Untersuchungsmaterial

B. I11. 1. Gewinnung der Gewebeproben

Die nativen Gewebeproben wurden von einem erfahrenen Endokrin-Chirurgen
aus dem Zentrum der intraoperativ lokaliserten Tumoren gewonnen. Sie
wurden in etwa 5x5x3 mm grof3e Fragmente zerkleinert, auf Korkplétchen
aufgebracht und bel —80 °C unter Tissue Tek (Miles Inc., USA) gelagert.

B. I11. 2. Gewinnung der Blutproben

Die Blutproben der Patienten wurden zum Tel be deren Aufenthat
entnommen und durch Zusatz von EDTA ungerinnbar gemacht. Ein weiterer
Tell der Proben wurde ambulant entnommen und bel Raumtemperatur

versandt. Die Lagerung efolgte nach Aliquotierung bei —20 °C.

B. IV. Isolation von Desoxyribonukleinsdure

B. 1V. 1. Anfertigung von Objekttrager schnitten

Die circa 5 mm durchmessenden Objekttrégerschnitte wurden mit einem
Kyrostaten der Frma SLEE MTE (Manz, Deutschland) be ener
Schnitttemperatur von —55 °C hergestellt. Die Schnittdicke betrug 6 pm.

20-25 mg des Tumorpréparates wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefal
eingebracht.  Ein weiterer Gewebeschnitt wurde auf einen Objekitréger

aufgezogen und zur Farbung mit Hamatoxylin-Eosin verwendet.
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B. V. 2. Isolation von Desoxyribonukleinsdur e aus Gewebe

Die Isolation der Desoxyribonukleinsdure aus Gewebe erfolgte mit Hilfe des
QIAamp Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Proben wurden mit
180 pl Verdauungspuffer versetzt, nach Zusatz von 20 pl Proteinase K

(0,8 mAU/ul) auf dem Vortex durchmischt und bel 55 °C fir 10 Minuten
inkubiert. Sodann wurde en weiterer Puffer zugesetzt und erneut fir 10
Minuten bei 70 °C inkubiert. Nach Zusatz von 210 pl Athanol 99% p.a.
(Merck, Darmgstadt, Deutschland) erfolgte die saulenchromatographische
Reinigung der DNS unter mehrfachen Wasch- und Elutionsschritten.

Einzelheiten der Prozedur finden sich in der Arbeitsanleitung des Herstellers.

B. 1V. 3. Isolation von Desoxyribonukleinsdur e aus Blut

Die Isolation der Desoxyribonukleinsdure aus Blut erfolgte mit Hilfe des
QIAamp Blood Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Das 200 ul Probenaliquot
wurde mit 200 pl Verdauungspuffer versetzt, nach Zusatz von 25 pl Protease
(0,8 mAU/ul) auf dem Vortex durchmischt und fir 10 Minuten bei 70 °C
inkubiert. Nach Zusatz von 210 pl Athanol 99% p.a. (Merck, Darmstait,
Deutschland) erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung der DNS unter
mehrfachen Wasch- und Elutionsschritten. Einzelheiten der Prozedur finden

sich in der Arbeitsanleitung des Herstellers.
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B. V. 4. Quantifizierung der Desoxiribonukleinsdure mittels Agar osegelelektr ophor ese

B.1V. 4. a Herstellung einer Tris-Borat-EDTA-Stammldsung

Es wurde ein 10 x Tris-Boral-EDTA (TBE) Puffer verwandt, der nach einer
Verdinnung von 1 : 10 sowohl zur Herstellung des Gels, ds auch as

Laufpuffer benutzt wurde.

Zusammensetzung des 10 x TBE:

- Tris Ultra One, p.a. Endkonzentration 890 mM 108,09
- Borat, p.a. Endkonzentration 890 mM 55,09
- Na,EDTA x 2 H,0 20 mM 7,49
- Aqua bidest. ad 1,0 |

B.1V. 4. b. Herstellung eines Agar osegeles 1% wi/v

Drei Gramm Agarose Ultra Pure (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland) und
300 ml 1 x TBE-Puffer wurden in der Mikrowelle auf Siedetemperatur erhitzt.
Unter Durchmischung mit dem Magnetrihrer kihlte das Ge auf eine

Temperatur von circa 60 °C ab und wurde in die Gelkammer gegossen.

B.1V. 4. c. Elektrophorese

Nach der Polymeriserung wurde der Kamm gezogen und der Gelschlitten in
die mit 1 x TBE Laufpuffer geflllte Elektrophoresskammer GNA 200
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) eingesetzt.

In die durch den Kamm entstandenen Geltaschen wurden die mit 10 viv
Ladungspuffer (Sigma Chemica Co., St.Louis, USA) versetzten Proben und
der Molekulargewichtsstandard 1 Kbplus (Gibco, Ebersberg, Deutschland),
1 mg pro Spur, aufgetragen. Die eektrophoretische Trennung erfolgte Gber
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zwel Stunden bal einer Spannung von 100 V und einem Stromfluf3 von etwa
140 mA.

B. 1V. 4. d. Farbung und Photodokumentation

Das Gd wurde in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) 15 Minuten auf einem
Schwenktisch geféarbt. Es folgten zwel Waschvorgénge mit dedtilliertem
Wasser fur jewells 7 Minuten. Die Ansicht des gefarbten Agarosegels erfolgte
unter UV-Licht der Wellenlange 354 nm (8 mW/cm?). Das Ergebnis wurde mit

Hilfe eines Polaroid-Photodokumentationssystems dokumentiert.

B. V. Amplifikation des Menin Gens aus genomischer DNS

Aufgrund des hohen Cytosin-Guanin-Gehalts der Proben bis zu 90% und der
Desoxyribonukleinsaurenqualitét aus sehr fettreichen Geweben wurden zur
Herstellung der in die Sequenzierung enzubringenden Amplimere zwel
verschiedene Polymerasekettenreaktionsamplifikationssysteme benutzt. Zum
Einsatz kam eine verschachtelte Polymerasekettenreaktion (,, nested-PCR")
(B.V.1) oder eine einschrittige Amplifikationsreaktion (B.V.2.)

Die Oligonukleotide (Primer) der Amplifikationsreaktionen wurden geméal3 dem
Basenpaarungsprinzip anhand der Sequenz des MEN | Gens
(Chandrasekharappa, 1997) fur die jewells zu amplifizierenden Exonbereiche
ausgewdhlt und von den Firmen Biometra (Gottingen, Deutschland),
GibcoBRL  (Ebersberg, Deutschland), MWG-Biotech  (Ebersberg,
Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) (siehe Tabelle 1 und 4)
synthetisiert. Die Kopplungseffizienz der Synthese wurden von den Herstellern
mit > 99 % angegeben. Jedes Oligonukleotid wurde in verschiedenenen
Kombinationen bel verschiedenen PCR-Bedingungen zur Amplifikation
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verwendet. Trotz der Mehrfachsynthese einzelner Primer durch verschiedene
Firmen konnten zahlreiche, von den Erstbeschreibern publizierte
(Chandrasekharappa, 1997) Primer nicht zur Amplifikation von spezifischen
Sequenzabschnitten des MEN | Gens verwendet werden. Die Sequenzen der
gpezifisch bindenden und fur die Herstellung von sequenzierbaren MEN |
Genabschnitten verwendeten Oligonukleotide snd in Tabelle 1 und 4
aufgeftihrt. Die Polymerasekettenreaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf
dem Thermalcycler GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg,
USA). Zum Ansatz wurden autoklavierte und nukleasefreie 200
Eppendorfgeféle verwendet. Die Ansdtze wurden auf Eis pipettiert und die
Polymerasekettenreaktion durch einen Heil3start eingeleitet. Fur den Heil3start
wurde der Thermoblock vor dem Einsetzen der Proben auf 94 °C erhitzt.
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B. V. 1. Amplifikation der Desoxyribonukleinsaure der Exone 2 bis 8 durch

ver schachtelte Polymer asekettenr eaktion

Tabelle 1: Verwendete Oligonucleotide; nach Exonen sortiert

BP. Amplimerlange in Basenpaaren

Exon Bezeichnung | Oligonukleotidsequenz 5 =» 3* BP
2 2LFM13 tgt aaa acg acg gcc agt gec gee cac cgce ccg ccg cc 553
1. Runde |[2LRM13 cag gaa aca gct atg acc gtt ttg aag aag tgg gtc atg

2 2MFM13 tgt aaa acg acg gcc agt gcc atg ggg ctg aag gecc 533
2. Runde |2LRM13 cag gaa aca gct atg acc gtt ttg aag aag tgg gtc atg

3 3A gtt gga cat aga ggg tgt aaa cag 611
1. Runde |4ERM13 cag gaa aca gct atg acc gtg cct gct tca ggg aat gac ag

3 3AFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt gtt gga cat aga ggg tgt aaa cag 575
2.Runde |4ERM13 cag gaa aca gct atg acc gtg cct gct tca ggg aat gac ag

4 4DFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt ctg tcattc cct gaa gca gge ac 291
1. Runde |4C ggt ccc aca gca agt caa gtc tgg

4 4DFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt ctg tcattc cct gaa gca gge ac 256
2.Runde |4CRM13 cag gaa aca gct atg acc ggt ccc aca gca agt caa gtc tgg

5u.6 5C cct gtt ccg tgg cte ata act ctc 418
1. Runde |3B aca gtt gac aca aag tga gac tgg

5u.6 5CFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt cct gtt ccg tgg ctc ata act ctc 392
2.Runde |3BRM13 cag gaa aca gct atg acc aca gtt gac aca aaa tga gac tgg

7 TA ggacgaggg tgg ttggaa act g 411
1. Runde (7B cct cag ccagcagtc ctgtag a

7 7TAFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt cct cag cca gcagtc ctgtag a 406
2.Runde | 7DRM13 cag gaa aca gct atg acc gaa gaa agg aca ggc tgc agg ¢

8 8CFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt tgg tga gac ccc ttc aga tec tac 314
1. Runde |8B ccatccctaatctcgtacatgc

8 8CFM 13 tgt aaa acg acg gcc agt tgg tga gac ccc ttc aga tec tac 278
2.Runde |8BRM13 cag gaa aca gct atg acc cca atc cct aat ccc gta cat gc
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B. V. 1. a. Amplifikationsbedingungen der Exone2 bis8in der 1. Rundeder PCR

Die exonspezifischen Amplifikationsbedingungen sind Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: exonspezifische Polymer asek ettenr eaktionsbedingungen
Denat.. Denaturierung, Anl.: Anlagerung der Oligonukleotide, Syn.: Synthese,
Ext.. Extenson, Temp.: Temperatur in Grad Celsius, Zeit: Zeit in Sekunden

EXON| DENAT. | DENAT. | DENAT | DENAT |ANL. |ANL.|SYN. |SYN.|EXT. |EXT. | ZYKLEN-

TEMP. |ZEIT TEMP. | ZEIT TEMP. | ZEIT | TEMP. | ZEIT | TEMP. [ ZEIT | ANZAHL

2 69 30 35

3 63 30 36

4 |94 60 |94 30 |63 30 (72 90|72 60036

5+6 63 30 36
7 74 30 36
8 60 30 36

Die 25 pl des Polymerasekettenreaktionsansaizes enthielten fur dle
Amplifikationen folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 5,0 ul
Oligonukleotid (1 pmol/ul) 5,0 ul
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 ul
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer) 2,5 ul
Thermophilus aguaticus (Taqg) Polymerase (Perkin Elmer)(2U/0,2ul) 0,3 ul
Nukleasefreies Wasser (Promega Corp., Madison, USA) 9,7 ul
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B. V. 1. b. Amplifikationsbedingungen der Exone 2 bis8in der zweiten Runde der
Polymer asekettenr eaktion

Als Template der zweiten Runde wurden 25 pl des jewelligen Amplifikats der
ersten Runde verwendet, welches zuvor ad 100 pl mit nukleasefreilem Wasser
verdinnt worden war.

Die exonspezifischen Amplifikationsbedingungen der zweiten Runde der
verschachtelten Polymerasekettenreaktion sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Tabelle 3: exonspezifische Polymer asekettenr eaktionsbedingungen
Denat.: Denaturierung, Anl.: Anlagerung der Oligonukleotide, Syn.: Synthese,
Ext.. Extenson, Temp.: Temperatur in Grad Celsius, Zeit: Zeit in Sekunden

EXON | DENAT. | DENAT. | DENAT | DENAT |ANL. |ANL.|SYN. |SYN.[EXT. [EXT. | ZYKLEN-
TEMP. |ZEIT TEMP. | ZEIT TEMP. | ZEIT | TEMP. | ZEIT |TEMP. [ ZEIT | ANZAHL

2 69 30 |72 90 32

3 72 15 |72 30 25

4 |94 60 |94 30 |72 15 |72 30 (72 600 |25

5+6 72 15 |72 30 25
7 79,5 15 |79,5 30 25
8 79,5 15 |79,5 30 25

Die 25 ul des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten fir dle
Amplifikationen folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 50

ol
Oligonukleotid (1 pmol/ul) 2,5 ul
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 ul
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer) 2,5 ul
Thermophilus aguaticus (Taqg) Polymerase (Perkin Elmer)(1U/0,2ml) 0,2 pl
Nukleasefreies Wasser (Promega Corp., Madison, USA) 12,3 pl
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B. V. 2. Amplifikation der Desoxyribonukleinsaure der Exone 9+10 und der Exone 2-8

bel Amplifikationsschwierigkeiten der ver schachtelten Polymer asekettenr eaktion

Wegen Schwierigkeiten in der Amplifikation der Exone 9 und 10 benutzten wir
zur Amplifikation dieser Exone ein anderes Verfahren. Hierzu untertellten wir
Exon 10 in 2 Teilstiicke (Exon 10/1 und Exon 10/2). Bal Schwierigkeiten in der
Amplifikation der Exone 2 bis 8 bel einzelnen Patienten benutzten wir auch

dort dieses Schema.

Tabelle 4: Verwendete Oligonucleotide; nach Exonen sortiert

BP. Amplimerlénge in Basenpaaren

EXON POSITION Oligonukleotidsequenz 5 = 3* BP
2 (2288-2732) | 2285-2302 tgt aaa acg acg gcc agt gcc atg ggg ctg aag gec 536
2782-2762 cag gaa aca gct atg acc gtt ttg aag aag tgg gtc atg
3 (4297-4505) | 4096-4119 tgt aaa acg acg gcc agt gtt gga cat aga ggg tgt aaa cag 611
4671-4649 cag gaa aca gct atg acc gtg cct gct tca ggg aat gac ag
oder
4176-4195 tgt aaa acg acg gcc agt atc tga ggt tgg gtc aca gg 436

4576-4558 cag gaa aca gct atg acc aaa tgg agt cccttgggt g

4 (4716-4844) | 4649-4671 tgt aaa acg acg gce agt ctg tcattc cct gaa gca gge ac 291
4904-4881 cag gaa aca gct atg acc ggt ccc aca gca agt caa gtc tgg

5+6 5138-5161 tgt aaa acg acg gcc agt cct gtt ccg tgg ctc ata act ctc 318
(5177-5217, 5520-5497 cag gaa aca gct atg acc aca gtt gac aca aaatga gac tgg
5298-5385)

7 5828-5849 tgt aaa acg acg gcc agt cct cag cca gcagtc ctgtag a 411
(6025-6161) | 6203-6182 cag gaa aca gct atg acc gaa gaa agg aca ggc tgc agg ¢

8 6577-6600 tgt aaa acg acg gcc agt tgg tga gac ccc ttc aga tcc tac 312
(6623-6758) | 6853-6834 cag gaa aca gct atg acc cca atc cct aat ccc gta cat gc

9 7151-7174 tgt aaa acg acg gcc agt ggt gag taa gag act gat ctg tgc 311
(7196-7360) | 7426-7404 cag gaa aca gct atg acc gtc tga caa gec cgt gge tge tg

10/1 7554-7573 tgt aaa acg acg gcc agt acc ttg ctc tce cca ctg gc 404
(7578-8060) | 7922-7903 cag gaa aca gct atg acc cag cag ctc ctt cat gcc ct
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10/2 7718-7737 tgt aaa acg acg gcc agt gcc age act gga caa ggg cc 339
(7578-8060) | 8021-8002 cag gaa aca gct atg acc gta gtc act agg ggt gga ca

B. V. 2. a. Amplifikationsbedingungen der Exone 2 bis 10

Die exonspezifischen Amplifikationsbedingungen sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: exonspezifische Polymer asekettenr eaktionsbedingungen
Denat.: Denaturierung, Anl.: Anlagerung der Oligonukleotide, Syn.: Synthese,
Ext.: Extension, Temp.: Temperatur in Grad Celsius, Zeit: Zeit in Sekunden

EXON | DENAT. | DENAT. [ DENAT | DENAT |ANL. |ANL.|SYN. |SYN.[EXT. [EXT. | ZYKLEN-

TEMP. |ZEIT TEMP. | ZEIT TEMP. | ZEIT | TEMP. | ZEIT | TEMP. [ ZEIT | ANZAHL

2 57 30 35
3 63 30 36
4 57 30 35
5+6 57 30 35

7 |94 180 |94 30 (8 30 |72 90 |72 600|135

8 57 30 35
9 57 30 35
10/1 58 30 36
10/2 58 30 36
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Die Polymerasekettenreaktionsansétze unterschieden sich exonspezifisch in der

Zusammensetzung ihrer Reagenzien.

Die 30 pl Resktionsvolumen der Exone 2, 4, 5+6, 7, 8 und 9 enthidten

folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 4,0
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 15
TagMasterMix  (Qiagen, Hilden, Deutschland) 15,0
Nukleasefreies Wasser (Promega Corp., Madison, USA) 9,5

Die 16 pl Reaktionsvolumen von Exon 3 enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 5
Oligonukleotid (5 pmol/pl) 3
TagMasterMix  (Qiagen, Hilden, Deutschland) 8

Die 15 pl Reaktionsvolumen von Exon 10/1 enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 3,0
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 2,0
TagMagterMix  (Qiagen, Hilden, Deutschland) 75
GC-Rich Losung (Boehringer, Mannheim, Deutschland) 2,5

Die 25 ul Reaktionsvolumen von Exon 10/2 enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 50 pl
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 50
TagMasterMix  (Qiagen, Hilden, Deutschland) 12,5

Nuklease freies Wasser (Promega Corp., Madison, USA) 2,5
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B. V. 3 Kontrolle und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte durch
Agar osegelelektr ophor ese

Alle Amplimere wurden durch Agarosegel € ektophorese getrennt. Dazu wurden
1 % Agarosegele mit 5 pl Polymerasekettenreaktionreaktionsgemisch nach
erfolgter Polymerasekettenreaktion beschickt und die Fragmente fir 2
Stunden bel 100 V einer Elektrophorese unterworfen. Die Banden wurden
durch Ethidiumbromidférbung sichtbar gemacht und auf dem UV-Tisch nach
Pol aroid-Photodokumentation gegen den aufgetragenen
Molekulargewichtsstandard 1 Kbplus (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland)
verglichen. Der Molekulargewichtsstandard wurde in drel  verschiedenen
Mengen aufgetragen (0,25, 0,5 und 1 pg, entsprechend 25, 50 und 100 ng in
der 1650 bp-Bande), so da ene quantitative Abschdtzung der

Desoxyribonukleinséure moglich war.

B. VI. Aufreinigung der Amplifikationsprodukte vor der Sequenzierung

Um ene eindeutige Exonsequenz zu gewdhrleisten, mufdten die bei der Poly-
merasekettenreaktion aufgetretenen unspezifischen  Nebenprodukte und
Oligonukleotide entfernt werden. Hierzu <anden zwel Verfahren zur

Verfligung.

B. VI. 1. Sdulenchromatogr aphische Abtrennung der Oligonuclectide

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification
Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland).
Die Amplifikationsprodukte wurden mit 100 pl Bindungspuffer versetzt. Dann

folgte die saulenchromatographische Reinigung der DNS unter mehrfachen
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Wasch- und Elutionsschritten. Einzelheiten der Prozedur finden sich in der

Arbeitsanleitung des Herstdllers.

B. VI. 2. Aufreinigung spezifischer Desoxyribonucleinsaur efr aktionen durch Elution aus

Agarosegelen

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mit dem QIAquick Gd Extraction
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland).

Die exonspezifischen Amplifikationsprodukte wurden nach
Agarosegel elektophorese unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, mit 3
Volumentellen Gdlysepuffer versetzt und fir 10 Minuten ba 50 °C im
Wasserbad inkubiert. Nach Zusatz von einem Volumenteil |sopropanol p.a
(Sigma, St.Louis, USA) erfolgte die saulenchromatographische Reinigung der
DNS unter mehrfachen Wasch- und Elutionsschritten. Einzelheiten der

Prozedur finden sich in der Arbeitsanleitung des Herstellers.
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Abbildung 1. Polar oid-Photodokumentation eines Agar osegels

Surl 2 34 56789 101112
.

Die Abbildung zeigt exemplarisch ein Polaroid-Photo eines 1%igen Agarosegels nach el ektrophoretischer
Auftrennung der PCR Amplifikate der kodierenden Exone des Menin Gens eines Patienten. Nach der PCR
wurden Oligonukleotidreste mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
entfernt. Sodann wurde ein 1%iges Agarosegel mit jeweils 5ni des Polymerasekettenreaktionsgemischs, das
mit 2% Ladungspuffer (Sigma, St.Louis, USA) versetzt worden waren, beschickt und fir 2 Stunden bei 100
Volt einer Elektrophorese unterworfen. Die Banden wurden durch Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht
und mit Hilfe eines Polaroid-Photodokumentationssystems dokumentiert. Spur 1 des Gelswurde mit dem
Amplifikat von Exon 2 beschickt, Spur 2 mit dem Exon 3 Amplifikat, Spur 3 mit dem Exon 4 Amplifikat, Spur 4
mit dem Amplifikat von Exon 5+6, Spur 5 mit dem Exon 7 Amplifikat, Spur 6 mit dem Amplifikat von Exon 8,
Spur 7 mit dem Exon 9 Amplifikat, Spur 8 mit dem Exon 10/1 Amplifikat, Spur 9 mit dem Amplifikat von Exon
10/2. Die Spuren 10-12 zeigen den Mol ekulargewichtsstandard 1Kb plus (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland),
der in drei verschiedenen Mengen aufgetragen wurde (1, 0,5 und 0,25 ng entsprechend 100, 50 und 25 ng in
der 1650 Basenpaar-Bande), so dal3 eine quantitative Abschédtzung der DNS méglich war. Exon 2 (Spur 1),
Exon 5+6 (Spur 4) und Exon 7 (Spur 5) zeigten kein beziehungsweise nur ein geringes PCR Produkt, so da3 die
PCR wiederholt werden mufite. Das PCR-Reaktionsgemisch von Exon 3 (Spur 2) enthielt noch zu viele
Oligonuklectidreste, so daf3 das die Bande mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aus dem Gel ausgeschnitten und aufgereinigt wurde. Exon 8 und 9 (Spur 6 und 7) konntenin die
Sequenzierung eingebracht werden. Exon 10/1 (Spur 8) und Exon 10/2 (Spur 9) wurden zur Trennung von
unspezifischen Nebenprodukten ebenfalls mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) aus dem Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt und dann in die Sequenzierung eingebracht.
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B. VII. Cycle-Sequencing der Amplifikationsprodukte unter

Verwendung von M 13-Oligonukleotiden

Der ABI 377 DNS Sequencer detektierte die Fuoreszenz der vier
verschiedenen Farbstoffe, die fur die Identifikation der Basen Adenin, Guanin,
Cytosn und Thymin in de Thermosequenasereaktion in  das
Polymerasekettenreaktionsprodukt integriert wurden. Jeder Farbstoff emittiert
bei Anregung durch den Laser Licht verschiedener Wellenlange, so dal3 dle
vier basenspezifischen Farbstoffe in einer Gelspur detektiert werden konnten.

Der Kettenabbruch der Cycle-Sequencing PCR-Reaktion erfolgte durch
Farbstoffterminatoren. Die Thermoseguenasereaktion wurde durch universelle

Primer (M13) initiiert, die folgende Basensequenz hatten:

M13 Sequenz vorwéarts (5°® 3'): TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 Sequenz riickwérts (5°® 3'): CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Dadurch konnten unmarkierte und individuelle Oligonukleotide (Primer), hier
die M13-Oligonuklectide, verwendet werden.

"Dyée’-Terminatoren, AmpliTag DNS Polymerase und dNTP' s wurden dem
Reaktionsansatz ds fertiger Reaktionsansatz (ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit) der Firma Perkin Elmer (Branchburg,
USA) zugesetzt. Einzelheiten finden sich in der Arbetsanleitung des
Hersielers.
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B. VII. 1. Thermosequenaser eaktion

Die Thermosequenasereaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem
Thermacycler GeneAmp 2400 der Firma Perkin EImer (Branchburg, USA).
Zum Ansatz wurden autoklavierte und nukleasefreie 200 pl Eppendorfgefdie

verwendet. Das Volumen eines Thermosequenaseansatzes betrug 10 pl.

Denaturierung 96 °C 10 sec.
Anlagerung der Oligonucleotide 50 °C 5 sec.
Extension 60 °C 4 min.

Die Resktion durchlief jewells 25 Zyklen.

10 ul des Thermosequenasereakti onsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul] 1-7

Terminator Mix 2 ul
Oligonukleotid [10 pmol/ul] 1
Nukleasefreles Wasser  (Promega Corp., Madison, USA) ad 10 pl

B. VII. 2. Fallung der Reaktionsprodukte

Zehn yl 3 M Natriumacetat, pH 5,2, und 250 ul absoluter Alkohol (p. a,
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland) wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-
Gefald ba Raumtemperatur vorgelegt. 10 pl Sequenzierprodukt wurden mit
0 w H,O bidest. versetzt. Dieses Gemisch wurde der akoholischen
Natriumacetatl6sung zugesetzt. Nach Mischung auf dem Vortex folgte die
Zentrifugation bel 5030 x g fir 30 Minuten. Der Uberstand wurde dekantiert
und sorgféltig abgehoben. Das Sediment wurde mit 350 pl Athanol p.a. 70 %

viv. gewaschen, anschlielfend unter Vakuum getrocknet und dann mit
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Ladungspuffer versetzt. Alle Schritte der Falungsreaktion erfolgten bel
Raumtemperatur.

Als Ladungspuffer wurde Dextranblau (Roth, Karlsruhe, Deutschland) zu einer
Konzentration von 50 mg/ml in EDTA-L6sung, 25 mM, pH 8,0, gelést. Als
Gebrauchd ésung wurde ein Tell der Stammlésung mit 5 Tellen Formamid (pH
8,3) (Sigma Chemica Co., St.Louis, USA) verdinnt. Das Formamid war
zuvor Uber Amberlite (Serva, Heidelberg, Deutschland) deionisiert und dann
filtriert worden (Filter: Nalgene, Rochester, USA; Porengrél3e 0,2 um).

B. VIIlI. Polyacrylamidgelelektrophoretische Auftrennung der
Sequenzierprodukte mit Fluoreszensdetektion im halbautomatischen

Sequenator ABI 377 (PE Biosystems, Branchburg, USA)

Die beiden Glasplatten der Elekrophoreseeinheit wurden zunéchst in mehreren
Reinigungsschritten unter Verwendung von flief3endem Wasser, destilliertem
Wasser, NaOH, 5 M, und Isopropanol p.a. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
gereinigt. Nach dem Zusammenbau der Gelkammer erfolgte das Giefsen des
Polyacrylamidgels.

Das Polyacrylamidgel setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen:

Harnstoff (GibcoBRL) 21,0
PAA (40% Stammldsung, Sigma) 6,3
Aqua bidest. 22,1
10x TBE 6,0 ml

Die Reagenzien wurden fir 30 Minuten auf dem Magnetrthrer mit 1 ¢
Amberlite (Serva, p. a.) durchmischt und nach Vorgabe von 6 ml 10 x TBE-
Puffer Uber eine Vakuumpumpe durch einen Filter (Nalgene, Rochester, USA;
Porengrofe 0,2 um) abgesaugt. Dann wurde das Gemisch fir 5 Minuten
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entgast. Nach Zugabe von 350 pl Ammoniumpersulfat, 10 % w/v, und 15 pl
TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin) (Sigma, St.Louis, USA) folgte
das Gief3en des Gels mit Hilfe einer Gief3apparatur.

Nach einer Polymeriserungszeit von 2 bis 20 Stunden bel Raumtemperatur
folgte der Bnbau der Gelkammer in das Sequenziergerét und das Beladen des
Gels mit den in 1 pl Ladungspuffer gelésten Reaktionsprodukten der

Thermosequenasereaktion.

B. IX . Auswertung der Chromatogramme der Sequenzier produkte

B. IX. 1. Regelung der Signalstarkeverhaltnisse

Zur Optimierung der internen Kalibrierung der  spurspezifischen
Signalstérkeverhdtnisse wurden die Farbstoffartefakte im Voreluat sowie auch
die nicht sequenzspezifischen Signde im hochmolekularen Bereich (> 600
Basenpaare) entfernt. Die Kdibrierung der Spur erfolgte somit durch das
Sequenzsigndl.

B. IX. 2 Auswertung de Sequenzchromatogramme unter Verwendung von

Datenver ar beitungspr ogrammen (L aser gene Navigator)

Die Rohdaten der in der Datenverarbeitungsverson (ABI Prism 377 XL
collection, PE Biosystems, Branchburg, USA) vorliegenden Sequenzen
wurden in das Programm EditSeq der Firma GATC Uberfuhrt. Dort wurden
sie zusammen mit der in der Genbank publizierten Sequenz des Menin Gens

eingdesen (GenBank Zugangshummer U93237) (Chandrasekharappa et
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a.,1997). Das Chromatogramm wurde Basenpaar um Basenpaar gelesen und
mit der Wildtypsequenz verglichen. Sequenzanteile ohne absolut eindeutige
Sequenzfestiegung Uber 3 2 Basenpaare wurden aus der Sequenzanayse
entfernt. Wurde dadurch der lesefahige Sequenzteil so beschrénkt, dal3 nicht
mehr das komplette Exon auswertbar war, so wurde ene neue
Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung des Exons durchgefiihrt. Eine
Sequenz wurde as nicht eindeutig definiert, wenn der Hintergrund > 5 % der
minimalen Ssquenzamplitude betrug. Alle zur Verfligung stehenden eindeutigen
Sequenzdaten eines Patienten wurden nach Entfernung fehlerhafter
Sequenzabschnitte in ein sogenanntes Contig Uberfihrt. In jedes Contig gingen
die Daen enes individuedlen Pdatienten en. Dabd wurden die
Sequenzergebnisse des Vorwarts- und Rickwértsstranges sowie dlfdlige
Sequenzdaten wiederholter Amplifikationen vom selben Patienten in den
sequenzhomologen Abschnitten tbereinander gelegt. Die Daten von Blut und
Tumorgewebe eines Patienten wurden so zusammengefihrt und mit der in jede
Einzeldatei eingeladenen vollstéandigen genomischen Sequenz des humanen

MEN | Gens verglichen.
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B. X. Differenziell quantitative Polymer asekettenr eaktion zur
Amplifikation allelspezifischer DNS Sequenzen (LOH Marker)

B. X. 1. Amplifikationsbedingungen der Heter ozygotiemarker

Fir die Amplifikation der VNTR-tragenden (variable numper of tandem

repeats) Sequenzen wurden folgende Oligonukleotide verwendet.

Tabelle 6:0ligonukleotidsequenz der 4 Heter ozygotiemar ker

MARKER OLIGONUKLEOTIDSEQUENZ 5 ® 3
PYGM Vorwarts cta gcagag tcc acc tac tg

PYGM Rickwarts gtc gtc agg tag caa ctg ac

D115480 Vorwarts ccc tct tge ctg tgt tga aat

D11$480 Ruckwarts ttt gag gta ggc ttc gtata

D11S987 Vorwarts gac tcc agt ctg ggc aat aaa agc

D11S987 Ruckwarts got ggc agc atg acc tct aaa g

D11s449 Vorwarts got gaa aaa aca cac ttg tct g

D11449 Rickwarts ggc gac ata gtg aga tcc tgt

Alle Oligonukleotide wurden durch die Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland)
gynthetisert. Jeder Vorwéartsprimer war am 5'-Ende mit  Fluorescein
Phosphoramidid markiert.

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem
Thermacycler GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA).
Zum Ansatz wurden autoklavierte und nukleasefreie 200 pl Eppendorfgefélie
verwendet. Das Volumen eines PCR-Ansatzes betrug 25 pl.
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Die PCR-Bedingungen und Resktionsansdize waen fur dle

Heterozygotiemarker identisch:

1.Denaturierung 94°C 60 Sec
2.Denaturierung 94°C 45 sec
3. Anlagerung der Oligonukleotide 60°C 45 sec
4.Synthese 72°C 60 Sec
5.Extension 72°C 600 sec

Die Reaktionsschritte 2 bis 4 wurden in jewells insgesamt 33 Zyklen wiederhalt.

25l des Polymerasekettenreaktionansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul] 50
Oligonukleotidgemisch [5 pmol/ul)] 3,0
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 pl
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer) 2,5
Thermophilus aguaticus (Tag) Polymerase (Perkin EImer)(1U/0,21) 0,2
Nukleasefreies Wasser  (Promega Corp., Madison, USA) 11,8 ul

B. X. 2 Kontrole und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte durch
Agar osegelelektr ophor ese

Die Amplimere wurden durch Agarosegelelektophorese getrennt. Dazu wurden
Agarosegele, 1 % w/v, mit 5 ul Polymerasekettenreaktionsgemisch nach
erfolgter Polymerasekettenreaktion beschickt und die Fragmente fir 2 Stunden
be 100 V ener Elektrophorese unterworfen. Die Banden wurden durch
Ethidiumbromidférbung sichtbar gemacht und auf dem UV-Tisch nach
Polaroid-Photodokumentation  gegen den  aufgetragenen  Molekular-
gewichtsstandard 1 Kbplus (GibcoBRL), 1 pg pro Spur, quantifiziert.
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B. X. 3. Quantifizierung der alldspezifischen Amplifikationsprodukte durch
Kapillarelektrophorese

1 m der fluoreszenzmarkierten Amplimere wurden nach Zusatz von 12 m

deionisetem Formamid und 0,5 ml des internen Grolenstandards unter
Denaturierungsbedingungen kapillarelektrophoretisch aufgetrennt. Als internen
GrolRenstandard benutzten wir Gene Scan 350 (PE Biosystems, Branchburg,
USA), der TAMRA markiert ist. Als Laufpuffer diente 1 x konzentrierter, mit
EDTA vesazter Genetic Analyzer Buffer (PE Biosystems, Branchburg,
USA). Die gewonnenen Daten wurden mittels des
Datenverarbeitungsprogramms Gene Scan Anayzer Software (Version 2.0.2.)
(PE Biosystems, Branchburg, USA) verarbeitet.

B. X. 4. Bestimmung der Allelverhéltnisse

Die Alldratio R berechnete sch wie folgt: das Integral des spezifischen
Detektionssignals der Allele 1 und 2 wurde bel informativen Patienten fir DNS
aus Blut und DNS aus Gewebe ermittelt. Durch Tellung des aus Blut erhaltenen
Wertes durch den fur Gewebe erhatenen Wert ergab sich die Alldratio as
dimensondose Grofie. Die Berechnung wurde fur jeden VNTR-Marker
(variable number of tandem repeats) getrennt durchgefiihrt. Wir definierten

elnen Heterozygotieverlust bei einer Allelratio von < 0,4.

P (Alldl 1, Blut) /P (Allel 2, Blut)

P (Allel 1, Tumor) /P (Allel 2, Tumor)

P: Integral des spezifischen Detektionssignals
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C. Ergebnisse

C. |. Darstellung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv umfal¥e 15 Patienten (9 Frauen und 6 Manner) mit
adrenokortikdlen Adenomen, eine Patientin mit unilateraler noduldrer
Nebennierenrindenhyperplase und zusdtzlich eine Patientin einer Familie mit
hereditérer arteridller Hypertonie auf dem Boden eines Conn Syndroms in
Kombination mit hypophyséren Tumoren.

Das mittlere Alter der Patienten mit sporadischen Nebennierenadenomen
betrug bei Operation 48 + 13 JHhre, Median 50 Jahre, wobel die Altersspanne
von 18-66 Jahren reichte. Die mittlere Tumorgrofe betrug 40 mm mit ener
Spanne von 22-70 mm im maximalen Durchmesser. 13/15 (87%) der Tumore
waren hormonsezernierend. 5/15 (33%) der Pdtienten litten an einem Conn
Syndrom, 6/15 (40%) hatten einen Morbus Cushing, 2/15 (13%) zeigten
Viriliserungserscheinungen durch mannliche Sexualhormonproduktion des
Tumors, bei 6/15 (40%) war eine Uberproduktion von Progesteronderivaten
nachweisbar. Nur 4/15 (27%) hatten asymptomatische, hormoninaktive
Nebennierenadenome (Inzidentalome).

Besonders hervorzuheben ist Patientin Nummer 69, die den seltenen Befund
ener unilateralen nodulé&ren Hyperplase aufwies. Der Tumor produzierte
Testosteron.  Klinisch &uRerte sich dies in @nem Hirsutismus.  Als
Nebendiagnosen fanden sich eine rezidiviernde Struma nodosa und ein Uterus
myomatosus. Bel der chirurgischen Tumorentfernung war die Patientin 56
Jahre dt, der Tumor wog 14 Gramm und zeigte histologisch keinen Anhalt fur
Malignité.
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Waelterhin beinhdtet diese Studie eine Patientin einer Familie mit erblicher
arterieller Hypertonie auf dem Boden enes Conn Syndroms. Der
Stammbaum dieser Familie enthd8lt desweiteren eine Anamnese fir en
Prolaktinom und Diabetes Mdllitus |1 (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Stammbaum der Familie 47

Der Stammbaum der Familie enth&lt eine Anamnese fir arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus I und auch ein Prolaktinom.

Zahlen geben das Lebensalter an, C: Tod mit Altersangabe, Altershyp.:
Altershypertonie, Hyp.: arterielle Hypertonie, Hyp. mit Altersangabe gibt an, in
welchem Lebensalter der Hypertonus erstmals diagnostiziert wurde,
Hyp.(Conn): arterieller Hypertonus auf dem Boden eines Morbus Conn, DM
[1: Diabetes Méllitus Typ Il, Prolakt.: Prolaktinom

Altershyp. Q Krebs Lymphom
c89 C30 Cc65 X 45
Ml 1 Hyp.
74 C(Krieg)
Indexcasus
DM Il Prolakt. Hyp. Hyp.
(Conn
43 47
Hyp. Klen- Hyp. Hyp.
uchs 10) (8)
14 2 20
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C. Il. Heterozygotiever lustanalyse

Von 13 Patienten mit sporadischen adrenokortikalen Tumoren und unserer
Indexpatientin der Familie mit hereditérer arterieller Hypertonie auf dem Boden
enes Morbus Conn be  Nebennierenadenom  konnten  wir
Desoxyribonukleinséure sowohl aus Tumorgewebe as auch aus Leukozyten
gewinnen. Tabele 7 zeigt die Heterozygotieverlustuntersuchungen auf
Chromosomenabschnitt 11913 fur ale 4 Mikrosatdlitenmarker in Synopse mit
dem Sequenzierergebnis der intragenischen Polymorphiestellen. Abbildung 3
zeigt den einzigen Fal, bel dem der Heterozygotieverlust nicht genau bestimmt
werden konnte (Patient 61). Die Direktsequenzinformation dieses Patienten an
der intragenischen Polymorphiestelle an Position 7264 in Exon 9 spricht gegen
einen Heterozygotieverlust. Es kann sich auch um ene Verunreinigung durch
Normagewebe handeln. 3 Peatienten zeigten definitiv einen Heterozygotieverlust
am Genlocus D11S 480 (Tabelle 7). Die Untersuchungen der benachbart
geegenen Mikrosatelliten zeigten Heterozygotie. Bel 2 dieser Patienten (4 und
13) lield sich auch an der intragenischen Polymorphiestelle an Position 7264
in Exon 9 des Menin Gens Heterozygotie am identischen
Desoxyribonukleinsdureisolat nachweisen. Patient 88 zeigte eine intragenische
Heterozygotie an Position 6052 des Menin Gens.

Patientin 47 wies einen Heterozygotieverlust des Mikrosatellitenmarkers
D11480 auf. Auch hier zeigte der intragenische Heterozygotiemarker an
Position 7264 in Exon 9 keinen Heterozygotieverlust.
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Tabelle 7: Heter ozygotieverlustanalyse

LOH:Heterozygotieverlust, ni: nicht informativ, nd: nicht durchgefthrt, +:
Heterozygotie nachgewiesen, 6052 HET: heterozygote Position in Exon 7 des
Menin Gens, 7264 HET: heterozygote Position in Exon 9 des Menin Gens, n:
Anzahl der Heterozygotieverluse, LOH MEN |: Beurtellung, inwiewet en
Heterozygotieverlust auf Chromosom 11913 vorliegt und gleichzeitig das
Menin Gen betrifft

NR D11S480| PYGM [D11$44 |D11S987 | 6052 |7264 |LOH MEN I
9 HET |HET

13 LOH + + nd nein + ausgeschlossen
4 LOH + ni nd nein + ausgeschlossen
22 + + + ni nein nein unwahrscheinlich
27 ni + + nd nein nein unwahr scheinlich
32 ni ni + nd nein + ausgeschlossen
33 ni ni + nd nein + ausgeschlossen
38 ni + + + nein nein unwahrscheinlich
40 + + + + nein + ausgeschlossen
46 LOH + + + nein nein maoglich
47 LOH + + nd nein + ausgeschlossen
60 nd nd + nd nein nein unwahrscheinlich
61 LOH Ni + + nein + ausgeschlossen
69 ni nd + + nein nein unwahrscheinlich
88 ni nd + nd ja nein unwahr scheinlich
N 5/7 0/ 8 0/ 13 0/5 1/14 |7/14 |moglich 1/ 14

(71%) (0%) [(0%) (0%) (7%) [ (50%) |(7%)

Die Informativitét der Mikrosatellitenmarker betrug fir den D11S480 Locus
7113 (54%), fir den PY GM Locus 8/11 (73%), fir den D115449 Locus 13/14
(93%) und fur den Locus D11S987 5/6 (84%).
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Abbildung 3: Heter ozygotiever lustanalyse des Mikrosatellitenmarkers
D115480 an Patient 61

O] SoOv D seMal=1.05 f

19560

oOZ2 b

1 [l SE w o Sl =1 as S

Nach Isolation, Aufreinigung und Amplifikation genomischer DNS aus Tumorgewebe und aus L eukozyten des Patienten
fuhrten wir eine kapillarelektrophoretische Heterozygotiestatusanalyse am Mikrosatellitenmarker D11$480 durch. Der
Heterozygotiestatus konnte nicht eindeutig bestimmt werden (Ratio 0,5). Der obere Teil der Abbildung zeigt das
spezifische Detektionssignal der DNS aus Leukozyten, der untere Teil zeigt das spezifische Detektionssignal der DNS

aus Tumorgewebe.
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C. I1l. Mutationsanalyse

Die Mutationsandyse des Menin Gens fihrten wir an 14 Patienten mit
adrenokortikdlen Adenomen, einer Patientin mit  unilaterder noduldrer
Nebennierenrindenhyperplasie und einer Patientin einer Familie mit hereditérer
arterieller Hypertonie auf dem Boden enes Conn Syndroms anhand
Direktsequenzierung von Strang und Gegenstrang der Desoxyribonukleinsiure
durch. Wir analysierten die kodierenden Exone des Menin Gens (Exon 210)
inklusive der Exon/Intron Grenzen und der Splice Positionen. Die Analyse der
angrenzenden Intronsequenzen der Exone 2-10 ergab keinen Anhdt fir
Mutationen der  Splicestellen der  Patienten  mit  sporadischen
Nebennierenadenomen. In Position 4243 (Intron 2) identifizierten wir
regelméldig die Sequenz tggccccctttc und nicht tggccec tttc ,in Position 6821
(Intron 8) identifizierten wir regemadg die Sequenz aca _ggcca und nicht
acagggcca, wiein der Genbank ( GenBank U93237) veroffentlicht.

Be Patient 61, der en Inzidentalom hatte, fand sich eine heterozygote
Mutation in Codon 552 (Exon 10) mit Basenaustausch von Adenin gegen
Thymin (Abbildung 4). Der Basenpaaraustausch fihrt zu enem
Aminosdurenaustausch von Threonin gegen Serin.

Patient 69, die enzige Patientin mit unilaterder noduldrer Hyperplase der
Nebenniere, zeigte einen Polymorphismus im Intronbereich 4 Basenpaare
proximal des Starts von Exon 10 in Codon 451 (entsprechend der Position
7574 der in der Genbank hinterlegten genomischen Menin Gensequenz)
(Abbildung 5).

Die Andyse von Patientin 47 aus der Familie mit hereditarer arterieller
Hypertonie, die wegen eines Conn Syndroms auf dem Boden eines isolierten

adrenokortikalen Adenoms chirurgisch therapiert wurde, ergab ene
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heterozygote Mutation in Codon 176 (Exon 3) mit Basenaustausch von Adenin
gegen Guanin (Abbildung 6). Dieser fiihrt zu eenem Aminosdureaustausch von

Arginin gegen Glutamin.
Alle weiteren Sequenzen wiesen keine Mutationen auf (Tabdlle 8).
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Tabelle 8. Ubersicht (ber die Analysedaten der Exone 2-10 durch
Direktsequenzierung von Strang und Gegenstrang
oB: ohne Befund, Ex: Exon, PAT.NR.: Patienten Nummer

PAT [EX |EX |EX [EX |EX |EX [EX |EX |EX [EX |[EX |EX |EX [EX |EX |EX [EX |EX
2 2 3 3 4 4 5/6 [5/6 |7 7 8 8 9 9 101 | 101 | 101l [ 101
NR. [3® [5® [3® [5® [3® [5® [3® |[5® |3® |5® |3® |5® |3® |5® |3® |5® |3® |I

13 |oB |oB |oB [oB |oB |oB (0B |oB (oB [oB |oB [oB [oB |[oB [oB |oB |oB |oB

20 (oB [(oB |oB |{oB [oB |oB (oB |oB |oB |[oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |oB

27 (oB |(oB |oB |{oB |[oB |oB (oB |oB |oB |[oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |oB

32 (oB|(oB |oB |{oB [oB |oB ([oB |[oB |oB |[oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |oB

&

oB |oB [oB |oB |{oB [oB |oB |oB [oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB

5

oB ([oB [oB |oB |oB |oB |oB [oB [oB |oB |oB |oB [oB [oB |oB |oB |oB |oB

47 |oB |oB |1 1 |oB |oB |oB [oB [oB |oB |oB |oB [oB [oB |[oB |oB |oB |[oB

61 (oB [oB |oB {oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |oB [oB |oB |2 [2 |2 |2

69 |oB [oB [oB |oB |[oB |oB |oB |oB |[oB [oB [(oB |oB |oB |[oB|3 |3 |oB [oB

1. heterozygote Mutation an Position 4364
2. heterozygote Mutation an Position 7882
3. Polymorphismus an Position 7574
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Abbildung 4: heter ozygote M utation an Position 7882 (Codon 552)
(Patient 61)
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Abbildung 5: Polymor phismus an Position 7574 (Codon 451)
(Patientin 69)

7o70
CCACTGGCCCAGGEGTGGIOCG

->C CACTGGCCCAGGTGCOCG

CCACTGGCTCAGGTGGIOCG
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Abbildung 6: heter ozygote Mutation an Position 4364 (Codon 176)
(Patientin 47)

AN

T CTCCAGGATGTCC

—>
GGG TCTCCAGGATGTIOCC
> GG T CTCCAGGATGTCC

Nach Isolation, Aufreinigung und Amplifikation von genomischer DNS aus Tumorgewebe und Leukozyten
der Patienten fiihrten wir eine Mutationsanalyse durch Direktsequenzierung von Strang und Gegenstrang
der DNS durch. Wir analysierten die kodierenden Exone des Menin Gens (Exon 2-10) inklusive der
Exon/Intron Grenzen und der Splice Positionen.

46



D. Diskussion

Blut- und Gewebematerid zur Untersuchung der Heterozygotie durch
Polymerasekettenamplifikation polymorpher Mikrosatellitenloci mit
Differenzierung von  Allden mit  verschiedener Anzahl  von
Tandemwiederholungen stand be 13 Patienten mit  sporadischen
Nebennierentumoren und der Indexpatientin der Familie mit angeborener
arteridler Hypertonie auf dem Boden eines Conn Syndroms zur Verfligung.
Wir verwendeten 4 Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 1113, wobel
D113A480 zentromerisch vom PYGM Locus und dieser  wiederum
zentromerisch vom MEN | Gen liegt. D113449 und D11S987 liegen
tedlomerseitig des MEN | Gens. 4 de 13 Patienten mit sporadischen
Nebennierentumoren wiesen einen Heterozygotieverlust fir den Locus
D11480 auf. In keinem Fall betraf dieser Verlust auch den PYGM Locus, so
dad das Deéetiongnterval das Menin Gen nicht mit einschlol3. Das
Deetionsinterval endete somit zentromerisch vom Menin Gen. Die in Exon 9
des MEN | Gens lokaiderte polymorphe Postion wies in Codon 418
(Basenpaar 7264 der in der Genbank deponierten Komplettsequenz des MEN
| Gens) eine heterozygote Kongtellation auf. Die Heterozygotierate in dieser
Position wurde von friheren Untersuchern mit  35-50% angegeben
(Chandrasekharappa et a.,1997; Mutch et a., 1999). Beim verbleibenden
Patienten war der PYGM Marker heterozygot, so dal3 keiner der oben
genannten Heterozygotieverluste das MEN | Gen betrifft (Tabelle 7). Ein
moglicher, aber nicht bewiesener Heterozygotieverlust, der das MEN | Gen
einschlield, lag nur in 1/13 Félen (8%) vor. Die mit 4 von 13 Patienten (31%)
dennoch  bedeutsame Anhaufung von  Heterozygotieverlusten im

zentromerischen Tell der Chromosomenbande 11913 weist auf ein mogliches,
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eben dort lokalisertes Tumorsuppressorgen mit Bedeutung fir die
adrenokortikale Tumorentstehung hin.

Die direkte Desoxyribonuklelnsduresequenzierung aler kodierenden Exone des
MEN | Gens wies eine Mutation und einen Polymorphismus unter 15 Patienten
mit sporadischen adrenokortikalen Tumoren nach. Patient 61 litt an einem nicht
hormonproduzierenden asymptomatischen Nebennierengeschwulst von 50 mm
Durchmesser, der zum Ausschluf3 des Malignomverdachts chirurgisch entfernt
worden war. Hier fand sich eine Mutation in Codon 552, wobe der
Basenpaaraustausch einen Austausch von Threonin gegen Serin zur Folge hat.
Die Mutation lag in heterozygoter Kongtellation vor. Dies [ sich vermutlich
durch die Beimischung von Normagewebe erklaren, da auch die
Heterozygotieverlustanalyse einen Zustand zwischen Verlust und Erhat des
Allels aufzeigte (Ratio 0,5). Inwieweit der beobachtete Aminosiurenaustausch
auch zu enem Funktionsverlust des Menin Gens fuhrt, kann zur Zeit nicht
festgestellt werden, da es noch keinen Funktionstest flr das Menin Gen gibt.
Nach unserer Kenntnis wurde der hier genannte Basenaustausch im Menin Gen
bisher noch nicht beschrieben. Fir das Kollektiv benigner sporadischer
Nebennierentumoren ermittelten wir somit eine Mutationsrate von 7%. Dieser
Befund bestétigt und sSichert die Ergebnisse die mit  verschiedenen
M utati onsscreeningmethoden an 45  waeteren Petienten mit
Nebennierenadenomen von 3 Arbeitsgruppen erhaten worden waren
(Kjellmann et a., 1999; Gortz et d., 1999; Heppner et d., 1999). Die von
diesen Gruppen verwendeten Techniken basieren auf
Einzelstrangkonformationsanalysen, deren Sendtivitét zur |dentifikation ener
MEN | Gen Mutation unter der Voraussetzung einer vorgangigen
Heterozygotieverlustanayse auf 60-80% geschétzt wird (Kjelmann et d., 1999;
Mutch et d., 1999). Die Dokumentation einer Menin Genmutation bei einem
Patienten mit isoliertem, sporadischem, benignem Nebennierenrindentumor ist

die erste Beobachtung dieser Art. Unsere Untersuchung schliefdt 3 Patienten
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mit massivem Hyperandrogenismus und 6 Patienten mit Uberproduktion von
Progesteronmetaboliten mit en. Solche Patienten waren in  anderen
Untersuchungen bidang nicht berticksichtigt worden. Die Setenheit des
Auffindens ener Menin Genmutation auch ba Vewendung ener
hochsenstiven Sequenzierungsmethode 18 kaum Zwefel, da? MEN |
Genmutationen bel der Entstehung sporadischer benigner adrenokortikaer
Tumore keine numerisch bedeutsame Rolle spielen.

Be de Pdaientin mit unilaterder noduldrer Nebennierenrindenhyperplasie
identifizierten wir einen Polymorphismus nur 4 Basenpaare proximal des Starts
von Exon 10 mit Codon 451 (entsprechend der Position 7574 der in der
Genbank deponierten genomischen MEN | Sequenz). Es ist unklar, inwieweit
dieser Basenaustausch auf Spliceprozefe Einfluld nimmt. Postion 7574 it
bidang nicht als polymorphe Stelle beschrieben worden.

Die Andyse des MEN | Gens bel einer 47jdhrigen Patientin mit Conn-Syndrom
auf dem Boden eines isolierten adrenokortikalen Adenoms ergab eine Mutation
in Codon 176 mit Basenaustausch von Adenin gegen Guanin. Dieser fihrt zu
einem Aminosaurenaustausch von Arginin gegen Glutamin. Auch hier ist der
Bewels fir die biologische Relevanz der Mutation bei Fehlen einer geeigneten
Nachweismethode derzeit nicht zu erbringen. Eine Betrachtung des
Stammbaums der Patientin legt alerdings eine genetische Komponente nahe
(Abbildung 2). Wir wiesen einen Heterozygotieverlugt fur D11480 bel
erhatener intragenischer Heteozygotie nach.

In summa weisen unsere Untersuchungen auf die Existenz eines fir die
Entstehung gutartiger Nebennierenrindentumoren bedeutsamen
Tumorsuppressorgens im zentromerischen Abschnitt der Chromosomenbande
11913 be ener Rate von 4/13 (31%) Heterozygotieverlusten hin. Dieses ist
nicht mit dem MEN | Gen identisch. Die Mutation in Exon 10 des Meningens
bel einem Patienten mit hormoninaktivem Nebennierenrindentumor ist die erste

dieser Art. Angesichts einer Mutationsrate von nur 7% aler von uns mit einer
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hochsensitiven Technik untersuchten Tumoren kann eine numerisch
bedeutsame Rolle des Menin Gens flr die Enstehung sporadischer benigner

adrenokortikaler Tumoren ausgeschlossen werden.
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Analyse des Heterozygotiestatus auf Chromosom 11913 und
Sequenzanalyse des Menin Gens be Patienten mit gutartigen

Nebennierentumoren

Matthias O. Heinze

Adrenokortikale Tumoren treten bel bis zu 40% der Patienten mit multipler
endokriner Neoplase Typ-l (MEN I) auf. 20% dler gporadischen
adrenokortikalen Tumoren zeigen enen Heterozygotieverlus (LOH) auf
Chromosom 11g13. Auf Grund dieser Konstellation wurden auch fir diese
Tumoren Mutationen im Menin Gen angenommen. Wir untersuchten ein Kollektiv
von 15 Patienten mit adrenalem Adenom, eine Patientin mit unilateraler nodulérer
Hyperplase der Nebenniere und eine Patientin einer Familie mit erblicher
arterieller Hypertonie bei Conn Syndrom. 4 der 16 Patienten mit sporadischen
Nebennierentumoren litten an Inzidentalomen, 11 Tumore waren hormonaktiv.
LOH-Untersuchungen mit 4 Mikrosatdlitenmarkern zeigten in 31% der
gporadischen Tumoren und bel der Patientin mit angeborener arteridler
Hypertonie bei Conn Syndrom LOH auf Chromosomn 11g13. Die Deletion
betraf jedoch in keinem Fal das MEN | Gen. Durch komplette und direkte DNS
Sequenzietung des Menin Gens von 14  sporadischen  Neben-
nierenrindenadenomen und ener unilateralen noduldren Nebennierenrinden-
hyperplasie identifizierten wir eine Mutation eines Inzidentaloms, die fur enen
Aminosaureaustausch  verantwortlich ist, und einen Polymorphismus 4
Basenpaare proxima von Exon 10 be der Patientin mit unilateraler nodulé&rer
Hyperplase. Die direkte DNS Sequenzierung der Patientin mit hereditérer
arteridler Hypertonie ergab eine Mutation in Codon 176 mit Aminosdureaus-
tausch. Unsere Studie zeigt, dal3 Mutationen im Menin Gen keine fiihrende Rolle
bei der Atiopathogenese sporadischer adrenokortikaler Adenome spielen, weist
aber auf ein anderes, auch auf Chromosom 11913 lokalisiertes, an der Entstehung

dieser Geschwillste betelligtes Tumorsuppressorgen hin.
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