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A. Einleitung

Bosartige Nebennierentumoren sind selten. Thre Inzidenz liegt nur bei etwa 1,79 Fillen pro 1
Million Einwohner und Jahr (Lipsett et al., 1963). Die genetischen Mechanismen, die zur
Entstehung eines Nebennierenkarzinoms fithren, werden nur teilweise verstanden (Latronico
et al., 1997, Reincke et al., 1998, Bornstein et al., 1999). Tumorinduzierende Verénderungen
wurden z. B. im p53-Gen (Ohgaki et al., 1993), im p21-Gen (lida et al., 1997) und im ACTH-
Rezeptor beschrieben (Reincke et al., 1997). Einige adrenale Tumoren finden sich auch im
Zusammenhang mit erblichen Tumorerkrankungen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom (Li-
Fraumeni et al., 1969), dem Beckwith-Widemann Syndrom (Beckwith et al., 1969, Clouston
et al., 1989, Kleihues et al., 1997). Sie finden sich gleichfalls beim Carney-Komplex (Carney
et al., 1995), einem der Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ I (MEN-I-Syndrom) nahe
verwandtem Krankheitsbild. Ungeféhr 30 bis 40 % der Patienten mit MEN-I-Syndrom weisen
Verédnderungen der Nebenniere auf. Diese schliefen folgende Tumorformen mit ein:
Adenome, bilaterale Hyperplasie und schlieBlich auch Nebennierenkarzinome (Houdelette et
al., 1989, Beckers et al., 1992, Skogseid et al., 1992, Skogseid et al., 1995, Burgess et al.,
1996).

DaBB auch fiir die Genese adrenokorticaler Tumoren die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen eine Rolle spielen diirfte, ergibt sich aus der Hiufigkeit von
Heterozygotieverlusten. Diese finden sich besonders auf den Chromosomenarmen 2q, 4p,
13p, 18p (Kjellman et al., 1999), 17p (Yano et al., 1989), 11p und 11q (Yano et al., 1989, Iida
et al,, 1995, Kjellman et al., 1996, Kjellman et al., 1999,) und 13q (Yano et al., 1989).
Betrachtet man allein das Nebennierenkarzinom, so findet sich ein Heterozygotieverlust auf
Chromosom 11q13 in etwa der Hilfte der Patienten (Kjellman et al., 1996, Gortz et al., 1999,
Kjellman et al., 1999). Bemerkenswert ist die Tatsache, daB3 bei einer Heterozygotieanalyse an
6 Patienten mit klinisch offenkundigem MEN-I-Syndrom nur derjenige einen
Heterozygotieverlust in der Bande 11q13 aufwies, dessen Tumor ein adrenokortikales

Karzinom war (Skogseid et al., 1992).



Das fiir das MEN-Syndrom Typ I (Wermer-Syndrom) verantwortliche Gen konnte kiirzlich
auf Chromosom 11q13 lokalisiert werden (Chandrasekharappa et al., 1997, Guru et al., 1997,
Guru et al., 1997, Lemmens et al., 1997, Lemmens et al., 1997, Guru et al., 1998). Es handelt
sich um ein Tumorsuppressorgen (Chandrasekharappa et al., 1997), dessen Genprodukt
wahrscheinlich ein nukleédrer Regulationsfaktor ist (Guru et al., 1998). Mutationen des MEN-I
Gens finden sich nun aber nicht nur bei Patienten mit der MEN-typischen Konstellation
endokriner Tumoren, sondern auch in sporadischen Tumoren, die unabhingig von einer
solchen multiglanduldren Erkrankung auftreten. Zu nennen sind hier Nebenschilddriisen-
adenome 21% (Heppner et al., 1997), Gastrinome 33% (Zhuang et al., 1997), Bronchial-
karzinoide 35% (Debelenko et al., 1997), und selten Hypophysentumore (Prezant et al., 1998,
Tanaka et al., 1998).

Vor dem genannten Hintergrund ergibt sich der Verdacht, dal Mutationen des MEN-I-Gens
mit eben jenem Inaktivierungsmechanismus eines hypothetischen Tumorsuppressorgens
identisch sind, auf welchen die zahlreichen Verluste genetischer Substanz auf

Chromosomenabschnitt 11q13 hinweisen.

Die vorliegende Arbeit soll die Frage kldren, wie hdufig Heterozygotieverluste auf
Chromosom 11q13 das MEN-I-Gen betreffen und inwiefern eine Mutationsinaktivierung des
Menin-Gens fiir die Entstehung adrenokorticaler Karzinome anzuschuldigen ist. Dazu wurde
Blut- und Gewebematerial von 14 Patienten mit sporadischen Nebennierenkarzinomen und 3

Patienten mit multiglandulédren endokrinen Tumorerkrankungen untersucht.



Genkarte und Systematik des Chromosoms 11q13
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Darstellung des MEN-I-Gens; die ca. 10 KB lange genomische Sequenz kodiert ein 2,8 KB
grofes Transkript. Das 610 Aminoséuren grof3e Proteinprodukt trigt den Namen Menin. Seine
Funktion ist noch unbekannt (Guru et al., 1998).



B. Material und Methoden

B. 1. Patienten

Die Patienten wurden in der Abteilung fiir Allgemeine Chirurgie und Unfallchirurgie der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf zwischen 1987 und 1997 operiert. Die Patienten
wurden vor ihrer Zustimmung personlich iiber die Teilnahme an der Studie aufgeklirt.
EinschluBkriterien waren die Erkrankung an einem bosartigen Nebennierentumor mit
histologischer Diagnosestellung durch das Institut fiir Pathologie (Direktor Prof. Dr. H. E.
Gabbert). AusschluBkriterien waren eine nicht sichere histologische Klassifikation,

unzureichendes Tumormaterial, eine unzureichende Aktendokumentation und die fehlende

Zustimmung des Patienten.

B. II. Schema des Arbeitsganges
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B. II1. Gewinnung der Materialien

Fiir die Untersuchungen wurde sowohl Blut als auch Gewebematerial gewonnen.

B. I11. 1. Gewinnung der Gewebeproben

Die nativen Gewebeproben wurden intraoperativ von einem erfahrenen Endokrin-Chirurgen
aus dem zentralen Teil des Tumors gewonnen. Sie wurden in etwa 5x5x3 mm groBe
Fragmente zerkleinert und auf Korkplittchen bei —80°C unter Tissue Tek (Milles Inc., USA)
gelagert.

B. I1I. 2. Gewinnung der Blutproben

Die Blutproben der Patienten wurden durch den Zusatz von EDTA ungerinnbar gemacht. Ein
Teil der Proben wurde beim stationdren Aufenthalt der Patienten entnommen, der Rest
ambulant entnommen und bei Raumtemperatur versandt. Die Lagerung erfolgte nach

Aliquotierung bei —20°C.

B. I1I. 3. Festlegung von Stammbaum und Familienanamnese

Der Stammbaum wurde durch miindliche Befragung der Patienten erstellt. Wo immer

moglich, wurden Krankenakten und Arztbriefe erkrankter Angehdriger zugezogen.

Die Erhebung der Patientenanamnese beinhaltete die Frage nach Tumoren der Nebenniere, der
Bauchspeicheldriise, der Schilddriise, der Nebenschilddriise, der Hirnanhangdriise, des
Magens, der Lunge, des Darms sowie jeglichen weiteren Tumorerkrankungen und méglichen
endokrinen Erkrankungen beim Patienten und seinen blutsverwandten Familienangehdrigen

tiber mindestens drei Generationen.



B. IV. Isolation von Desoxyribonukleinsiure

B.IV. 1. Anfertigung von Objekttriigerschnitten

Die ca. 5 mm durchmessenden Objekttrigerschnitte wurden mit einem Kyrostaten der Firma
SLEE MTE (Mainz, Deutschland) bei einer Schnitttemperatur von —55°C hergestellt. Die
Schnittdicke betrug 6 pm. 20-30 mg des Tumorpridparates wurden in ein 1,5 ml-
Eppendorfgefd3 eingebracht. Der direkt benachbarte Gewebeschnitt wurde auf einen

Objekttrager aufgezogen und zur Férbung mit Himatoxylin-Eosin verwendet.

B. IV. 2. Isolation von Desoxyribonukleinséiure aus Gewebe

Die Isolation der Desoxyribonukleinséure aus Gewebe erfolgte mit Hilfe des QIAamp Tissue
Kit der Firma QIAGEN (Hilden, Deutschland). Die Proben wurden mit 180 pl
Verdauungspuffer versetzt, der Proteinase K (45 mU/mg) enthielt, auf dem Vortex
durchmischt und bei 55°C fiir 10 Minuten inkubiert. Sodann wurde ein weiterer Puffer
zugesetzt und erneut fiir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zusatz von 210 pl Athanol p. a.
(Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) erfolgte die sdulenchromatographische Reinigung der
DNS unter mehrfachen Wasch- und Elutionsschritten. Einzelheiten der Prozedur finden sich

in der Arbeitsanleitung des Herstellers.

B. IV. 3. Isolation von Desoxyribonukleinséiure aus Blut

Die Isolation der Desoxyribonukleinsdure aus Blut erfolgte mit Hilfe des QIAamp Blood Kit
der Firma QIAGEN (Hilden, Deutschland). Das 200 pl Probenaliquot wurden mit 200 pl
Verdauungspuffer versetzt, der Protease enthielt, auf dem Vortex durchmischt und fiir 10
Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zusatz von 210 pl Athanol erfolgte die
sdulenchromatographische Reinigung der DNS unter mehrfachen Wasch- und FElutions-

schritten. Einzelheiten der Prozedur sind in der Arbeitsanleitung des Herstellers zu finden.

10



B. IV. 4. Quantifizierung der Desoxyribonukleinsiiure mittels Agarosegelelektrophorese

Fir die Agarosegelelektrophorese wurde die Gelkammer der Firma BioRad (Miinchen,

Deutschland) benutzt.

B.IV. 4. a Herstellung einer Tris-Borat-EDTA-Stammlosung
Es wurde ein 10 x Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer verwandt, der nach einer Verdiinnung von

1 : 10 sowohl zur Herstellung des Geles, als auch als Laufpuffer benutzt wurde.

Zusammensetzung des 10 x TBE-Puffer:

- Tris ultra one p. a. (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland), Endkonz. 890 mM 108,0 g

- Borsdure p. a. (Merck, Darmstadt, Deutschland), Endkonz. 890 mM 550¢g
- Na,EDTA (Merck, Darmstadt, Deutschland) x 2 H,0 20 mM 74 ¢
- Aqua bidestillata ad 11

B.IV. 4. b Herstellung eines Agarosegeles 1% w/v

Drei Gramm Agarose ultra pure (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland) wurden eingewogen
und mit 300 ml 1 x TBE-Puffer in der Mikrowelle zum Sieden gebracht. Unter
Durchmischung mit dem Magnetriihrer kiihlte die Gelmatrix auf eine Temperatur von ca.

60°C ab und wurde in die Gelkammer gegossen.

B. IV. 4. ¢ Elektrophorese
Nach der Polymerisierung wurde der Kamm gezogen und der Gelschlitten in die mit 1 x TBE

Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer (BioRad, Miinchen, Deutschland) eingesetzt.

In die durch den Kamm entstandenen Geltaschen wurden die mit 10% v/v Ladungspuffer
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) versetzten Proben und der Molekulargewichtsstandard
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte iiber zwei Stunden bei einer Spannung von 100 V

und einem Stromfluf3 von 140 mA.

11



B.1V. 4. d Farbung und Photodokumentation

Das Gel wurde in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) (Fa. GibcoBRL, Ebersberg,
Deutschland) 15 Minuten auf einem Schwenktisch geférbt. Es folgten zwei Waschvorginge
mit destilliertem Wasser fiir jeweils 7 Minuten. Das Trennungsergebnis wurde unter UV-Licht
der Wellenlénge 354 nm (8 mW/cm?) mit Hilfe eines Polaroid-Photodokumentationssystems

dokumentiert.

B. V. Amplifikation der Desoxyribonukleinsiure durch verschachtelte Polymerase-
kettenreaktion

Die Amplifikation der DNA erfolgte durch eine sogenannte “nested-PCR”. Dabei wurden
zundchst Amplimere hergestellt, die in einer zweiten PCR-Reaktion mit jeweils 3‘-gelegenen-

Oligonukleotid-Primern weiter amplifiziert wurden.

B. V. 1. Oligonukleotidsynthese

Die Oligonukleotide (Primer) wurden gemi3 dem Basenpaarungsprinzip anhand der Sequenz
des MEN I-Gens (Chandrasekharappa et al., 1998) fiir die jeweils zu amplifizierenden
Exonbereiche ausgewihlt und von den Firmen Biometra (Gottingen, Deutschland), GibcoBRL
(Ebersberg, Deutschland), MWG (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) oder Roth
(Karlsruhe, Deutschland) hergestellt. Die Kopplungseffizienz der Synthese wurde vom
Hersteller mit > 99% angegeben. Jedes Oligonukleotid wurde in verschiedenen
Kombinationen bei verschiedenen PCR-Bedingungen zur Amplifikation verwendet. Trotz der
Mehrfachsynthese einzelner Primer durch verschiedene Firmen konnten zahlreiche Primer
nicht zur Amplifikation von spezifischen Sequenzabschnitten des MEN I Gens verwendet
werden. Die Sequenzen der spezifisch bindenden und fiir die Herstellung von sequenzierbaren

MEN-Genabschnitten verwendeten Oligonukleotide sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Verwendete Oligonukleotide; nach Exonen sortiert

Exon Bezeichnung | Oligonukleotidsequenz 5¢ =» 3¢ Grofle
(bp)

2 ZLFMI3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCC GCC CAC CGC CCG CCG CC 553

1. Runde 2LRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GTT TTG AAG AAG TGG GTC ATG

2 2MFMI3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GCC ATG GGG CTG AAG GCC 533

2. Runde 2LRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GTT TTG AAG AAG TGG GTC ATG

3 A 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 3AFMI3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GTT GGA CAT AGA GGG TGT AAA CA | 575

2. Runde 4ERM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GTG CCT GCT TCA GGG AAT GAC AG

) 4DFMI13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TCA TTC CCT GAA GCA GGC AC | 201

1. Runde 4Cc GGT CCC ACA GCA AGT CAA GTC TGG

3 4DFM13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TCA TTC CCT GAA GCA GGC AC | 256

2. Runde 4CRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGT CCC ACA GCA AGT CAA GTC TG

5u.6 5C CCT GTT CCG TGG CTC ATA ACT CTC 118

1. Runde 3B ACA GTT GAC ACA AAG TGA GAC TGG

5u.6 SCEM13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCT GIT CCG TGG CTC ATA ACT CIC | 392

2. Runde 3BRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC ACA GTT GAC ACA AAA TGA GAC TG

7 7A GGA CGA GGG TGG TTG GAA ACT G )

1. Runde 7B CCT CAG CCA GCA GTC CTG TAG A

7 TAFMI3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCT CAG CCA GCA GIC CTG TAG A | 406

2. Runde 7DRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GAA GAA AGG ACA GGC TGC AGG C

8 SCFM13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGG TGA GAC CCC TTC AGA TCC TAC| 314

1. Runde 8B CCA TCC CTA ATC TCG TAC ATG C

8 SCFMI3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGG TGA GAC CCC TTC AGA TCC TAC| 278

2. Runde 8BRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC CCA ATC CCT AAT CCC GTA CAT GC

9 9FFM13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGT GAG TAA GAG ACT GAT CTG TGC] 313
9CRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GTC TGA CAA GCC CGT GGC TGC TG

10 9DFM13 TGT AAA ACG ACG GCC AGT GAT GGC CAG AGC AGG GTC CTG GA | 540
10QRM13 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GTA GTC ACT AGG GGT GGA CA

B. V. 2. Amplifikationsbedingungen der Exone 2 bis 10 in der 1. Runde der PCR

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem Thermalcycler
GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA). Zum Ansatz wurden
autoklavierte und nukleasefreie 200ul-Eppendorfgefile verwendet. Das Volumen eines PCR-
Ansatzes betrug 25 pul. Die Ansitze wurden auf FEis pipettiert und die
Polymerasekettenreaktion durch einen Heifstart eingeleitet. Fiir den Heiflstart wurde der

Thermoblock auf 94°C erhitzt und dann die Proben hineingestellt.
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Exonspezifische PCR-Bedingungen und Probenansitze:

Exon 2

Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung der Oligonukleotide 69°C 30 sec
Synthese 72°C 1 min 30 sec
Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/pl]

Oligonukleotid [5 pmol/pl]

Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim)
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 ul)
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA)

Exon 3, Exon 4 und Exon 5+6

Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung der Oligonukleotide 63°C 30 sec
Synthese 72°C 1 min 30 sec
Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul]

Oligonukleotid [5 pmol/pl]

Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim)
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 ul))
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA)

14

5,0 ul
5,0 ul
2,5 ul
2,5 ul
0,3 ul
9,7 ul

5,0 ul
0,5 ul
2,5 ul
2,5l
0,3 ul

14,2 ul

32 Zyklen

36 Zyklen



Exon 7

Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung der Oligonukleotide 74°C 30 sec
Synthese 74°C 1 min 30 sec
Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul]

Oligonukleotid [0,5 pmol/pl]

Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim)
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 pl)
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA)

Exon 8

Denaturierung 94°C 1 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Anlagerung der Oligonukleotide 60°C 30 sec
Synthese 72°C 1 min 30 sec
Extension 72°C 10 min

25ul des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/pl]

Oligonukleotid [0,5 pmol/pl]

Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim)
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 pl)
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA)

15

5,0 ul
5,0 ul
2,5 ul
2,5 pl
0,6 ul
9,4 ul

50 ul
50 ul
2,5 ul
2,5 ul
0,3 ul
9,7 ul

36 Zyklen

36 Zyklen



Exon 9 und 10

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 60°C 30 sec 35 Zyklen
Synthese 72°C 1 min 30 sec

Extension 72°C 10 min

25ul des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul] 5,0 ul
Oligonukleotid [5S pmol/ul] 2,0 ul
Desoxynukleosidtriphosphat (INTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 ul
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA) 2,5 ul
Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 pl) 0,4 pl
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 12,6 pul

B. V. 3. Kontrolle und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte aus der ersten

Runde durch Agarosegelelektrophorese

Die Amplimere wurden durch Agarosegelelektrophorese getrennt. Dazu wurden 1% w/v
Agarosegele mit 5 pl  Polymerasekettenreaktionreaktionsgemisch nach erfolgter
Polymerasekettenreaktion beschickt und die Fragmente fiir 2 Stunden bei 100 V einer
Elektrophorese unterworfen. Die Banden wurden durch Ethidiumbromidfirbung sichtbar
gemacht und auf dem UV-Tisch nach Polaroid-Photodokumentation gegen den aufgetragenen
Molekulargewichtsstandard 1 Kbplus (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland), 1 pg pro Spur,

quantifiziert.

B. V. 4. Amplifikationsbedingungen der Exone 2 bis 10 in der 2. Runde der PCR

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem Thermalcycler
GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA). Zum Ansatz wurden
autoklavierte und nukleasefreie 200 pl-Eppendorfgefifle verwendet. Das Volumen eines PCR-
Ansatzes betrug 25 pl. Die Ansdtze wurden auf Eis pipettiert und die
Polymerasekettenreaktion durch einen Heifstart eingeleitet. Fiir den Heiflstart wurde der

Thermoblock auf 94°C erhitzt und dann die Proben hineingestellt.
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Exonspezifische PCR-Bedingungen und Probenansétze:

Als Template der zweiten Runde wurden 5 pl des jeweiligen Amplifikats der ersten Runde

verwendet, welches zuvor ad 100 pl mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt worden war.

Exon 2

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 69°C 30 sec 32 Zyklen
Synthese 72°C 1 min 30 sec

Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 5,0 ul
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 5,0 ul
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 ul
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA) 2,5 ul
Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 ul) 0,3 pul
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 9,7 ul

Exon 3, Exon 4 und Exon 5+6

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 72°C 15 sec 25 Zyklen
Synthese 72°C 30 sec

Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 5,0 ul
Oligonukleotid (1 pmol/ul) 2,5 ul
Desoxynucleosidtriphosphat (AINTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 ul
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA) 2,5 ul
Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 ul) 0,2 pl
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 16,3 ul
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Exon 7 und 8

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 79,5°C 15 sec 25 Zyklen
Synthese 79,5°C 30 sec

Extension 72°C 10 min

25pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 5,0 pl
Oligonukleotid (1 pmol/ul) 2,0 pl
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTP) 2mM (Boehringer Mannheim) 2,5 pl
10 X PCR Puffer (Perkin Elmer, Branchburg, USA) 2,5 ul
Thermophilus aquaticus (Taq) Polymerase (Perkin Elmer, 1 U/0,2 ul) 0,4 pul
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 12,6 pl

Exon 9 und Exon 10
Die Amplifikate waren bereits nach dem 1. Durchgang der Polymerasekettenreaktion

sequenzierfdhig, so dafl auf die Reamplifikation verzichtet werden konnte.

B. V. 5. Kontrolle und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte aus der zweiten

Runde durch Agarosegelelektrophorese

Die Amplimere wurden durch Agarosegelelektrophorese getrennt. Dazu wurden 1%
Agarosegele mit 5 pl Amplimer nach erfolgter Polymerasekettenreaktion beschickt und die
Fragmente fiir 2 Stunden bei 100 V einer Elektrophorese unterworfen. Die Banden wurden
durch Ethidiumbromidfirbung sichtbar gemacht und auf dem UV-Tisch nach Polaroid-
Photodokumentation gegen den aufgetragenen Molekulargewichtsstandard 1 Kbplus
(GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland) verglichen. Der Molekulargewichtsstandard wurde in
drei verschiedenen Mengen aufgetragen (0,25, 0,5 und 1 pg, entsprechend 25, 50 und 100 ng
in der 1650 bp-Bande), so da} eine quantitative Abschédtzung der Desoxyribonukleinsdure

moglich war.
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Exonspezifische PCR-Bedingungen und Probenansitze:

Exon 2, Exon 4, Exon 5+6, Exon 8 und Exon 9

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 57°C 30 sec 35 Zyklen
Synthese 72°C 90 sec

Extension 72°C 10 min

30 pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 4,0 ul

Oligonukleotid (5 pmol/ul) 1,5l

TagMasterMix (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 15,0 ul

Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 9,5ul

Exon 3

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 63°C 30 sec 36 Zyklen
Synthese 72°C 90 sec

Extension 72°C 10 min

16 pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/ul) 5,0 ul
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 3,0 ul
TagMasterMix (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 8,0 ul



Exon 7

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 68°C 30 sec 35 Zyklen
Synthese 72°C 90 sec

Extension 72°C 10 min

30 pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 4,0 ul
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 1,5 pl
TagMasterMix (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 15,0 pl
Nukleasefreies Wasser (Promega, Madison, USA) 9,5 ul

Exon 10/ und Exon 10/11

Denaturierung 94°C 3 min

Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 58°C 30 sec 36 Zyklen
Synthese 72°C 90 sec

Extension 72°C 10 min

15 pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes fiir Exon 10/I enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 3,0 pul
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 2,0 ul
TagMasterMix (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 7,5 ul
GC-Losung (Boehringer, Mannheim, Deutschland) 2,5 ul

25 pl des Polymerasekettenreaktionsansatzes fiir Exon 10/II enthielten folgende Reagenzien:

Matrize (DNS, 10-20 ng/pl) 5,0 ul
Oligonukleotid (5 pmol/ul) 5,0 ul
TagMasterMix (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 12,5 ul
Nukleasefreies Wasser (Promega) 2,5 ul

Die Amplimere dieser iiberarbeiteten Polymerasekettenreaktion wurden ebenfalls nach oben

beschriebener Methode mittels Agarosegelelektrophorese kontrolliert und quantifiziert
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B. VI. Aufreinigung der Amplifikationsprodukte vor der Sequenzierung

Um eine eindeutige Exonsequenz zu gewihrleisten, muflten die bei der
Polymerasekettenreaktion aufgetretenen unspezifischen Nebenprodukte und Oligonukleotide

entfernt werden. Hierzu standen zwei Verfahren zur Verfiigung.

B. VL. 1. Séiulenchromatographische Abtrennung der Oligonukleotide

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit der Firma
QIAGEN (Hilden, Deutschland).

Die Amplifikationsprodukte wurden mit einem Aliquot Bindungspuffer versetzt. Dann folgte
die sdulenchromatographische Reinigung der DNS unter mehrfachen Wasch- und
Elutionsschritten. Einzelheiten der Prozedur finden sich in der Arbeitsanleitung des

Herstellers.

B. VI. 2. Aufreinigung spezifischer Desoxyribonukleinsiurefraktionen durch Elution

aus Agarosegelen

Die Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit der Firma
QIAGEN (Hilden, Deutschland).

Die exonspezifischen Amplifikationsprodukte wurden nach Agarosegelelektophorese unter
UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten, mit 3 Volumenteilen Gellysepuffer versetzt und fiir 10
min bei 50°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zusatz von Isopropanol p. a (Sigma, St. Louis,
USA) 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. VIIL. Zyklo-Sequenzierung der Amplifikationsprodukte unter Verwendung von M13-
Oligonukleotiden

Der ABI 377 DNS Sequencer detektierte die Fluoreszenz der vier verschiedenen Farbstoffe,
die fiir die Identifikation der Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymidin in der
Thermosequenasereaktion in das Polymerasekettenreaktionsprodukt integriert wurden. Dabei
erfolgt der Kettenabbruch durch die Farbstoffterminatoren. Jeder Farbstoff emittiert beri
Anregung durch den Laser Licht verschiedener Wellenldnge, so daB alle vier

basenspezifischen Farbstoffe in einer Gelspur detektiert werden konnten.

Die Thermosequenasereaktion wurde durch universelle Primer (M13) initiiert, die folgende

Basensequenz hatten:
M13 Sequenz vorwirts (5°—3°): TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 Sequenz riickwirts (5°—3°): CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Farbstoffterminatoren, AmpliTaq DNS Polymerase und dNTP’s wurden dem Reaktionsansatz
als fertiger Reaktions-Mix (ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit) der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA) zugesetzt. Einzelheiten finden sich in der

Arbeitsanleitung des Herstellers.

B. VIIL. 1. Thermosequenasereaktion

Die Thermosequenasereaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem Thermalcycler
GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA). Zum Ansatz wurden
autoklavierte und nukleasefreie 200ul-Eppendorfgefile verwendet. Das Volumen eines

Thermosequenaseansatzes betrug 10 pl.

Denaturierung 96°C 10 sec.
Anlagerung der Oligonukleotide 50°C 5 sec. 25 Zyklen
Extension 60°C 4 min.

10 pl des Thermosequenasereaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

Matrize [DNS, 10-20 ng/ul] 1-7upl
Terminator Mix 2 ul
Oligonukleotid [10 pmol/ul] 1l
Nukleasefreies Wasser (Promega) ad 10 pl
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B. VIL 2. Féillung der Reaktionsprodukte

10 pl 3 M Natriumacetat, pH 5,2, und 250 pl absoluter Alkohol (p. a., Riedel-de-Haen,
Seelze, Deutschland) wurden in einem 1,5 ml Eppendorff-Gefdl bei Raumtemperatur
vorgelegt. 10 ul Sequenzierprodukt wurden mit 90 pl H,O bidest. versetzt. Dieses Gemisch
wurde der alkoholischen Natriumacetatlosung zugesetzt. Nach Mischung auf dem Vortex
folgte die Zentrifugation bei 5030 g fiir 30 min. Der Uberstand wurde dekantiert und
sorgfiltig abgehoben. Das Sediment wurde mit 350 pl Athanol 70% v/v (Riedel-de-Haen,
Seelze, Deutschland) gewaschen, anschlieBend unter Vakuum getrocknet und dann mit

Ladungspuffer versetzt. Alle Schritte der Féllungsreaktion erfolgten bei Raumtemperatur.

Als Ladungspuffer wurde Dextranblau (Roth, Karlsruhe, Deutschland) zu einer Konzentration
von 50 mg/ml in EDTA-L6sung, 25 mM, pH 8,0, geldst. Als Gebrauchslosung wurde ein Teil
der Stammldsung mit 5 Teilen Formamid (Sigma, St. Louis, USA) pH 8,3, deionisiert iiber
Amberlite (Serva, Heidelberg, Deutschland ) mittels eines Filter (Nalgene, Rochester, USA,

Porengréfle 0,2 pm), verdiinnt.

B. VIII. Polyacrylamidgelelektrophoretische Auftrennung der Sequenzierprodukte mit

Fluoreszenzdetektion im halbautomatischen Sequenator (ABI 377)

Die beiden Glasplatten der Elekrophoreseeinheit wurden zundchst in mehreren
Reinigungsschritten unter Verwendung von flieBendem Wasser, destilliertem Wasser, NaOH,
5 M, und Isopropanol p. a. (Merck, Darmstadt, Deutschland) gereinigt. Nach dem

Zusammenbau der Gelkammer erfolgte das GieBen des Polyacrylamidgeles.

Das Polyacrylamidgel setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen:

Harnstoff (GibcoBRL) 210¢g

PAA (40% Stamml6sung, Sigma) 6,3 ml
Aqua dest. 22,1 ml
10 x TBE 6,0 ml

Die Reagenzien wurden fiir 30 Minuten auf dem Magnetrithrer mit 1 g Amberlite (p. a.,
SERVA, Heidelberg, Deutschland) durchmischt und nach Vorgabe von 6 ml 10 x TBE iiber
eine Vakuumpumpe durch einen Filter (Nalgene, Rochester, USA, Porengréfle 0,2 pm)
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abgesaugt. Dann wurde das Gemisch fiir 5 Minuten entgast. Nach Zugabe von 350 pl
Ammoniumpersulfat (amresco, Solon, USA), 10% w/v, und 15 pl TEMED p.a.
[Tetramethylethylendiamin] (Sigma, St. Louis, USA) folgte das Gielen des Geles mit Hilfe

einer GieBapparatur.

Nach einer Polymerisierungszeit von 4 bis 12 Stunden bei Raumtemperatur folgte der Einbau
der Gelkammer in das Sequenziergerdt und das Beladen des Geles mit den in 1 pl

Ladungspuffer gelosten Reaktionsprodukten der Thermosequenasereaktion.

B. IX . Auswertung der Chromatogramme der Sequenzierprodukte

B. IX. 1. Regelung der Signalstirkeverhéltnisse

Zur Optimierung der internen Kalibrierung der spurspezifischen Signalstidrkeverhiltnisse
wurden die Farbstoffartefakte im Voreluat sowie auch die nicht sequenzspezifischen Signale
im hochmolekularen Bereich (> 600 bp) entfernt. Die Kalibrierung der Spur erfolgte somit
durch das Sequenzsignal.

B. IX. 2. Auswertung der Sequenzchromatogramme unter Verwendung von

Datenverarbeitungsprogrammen (Lasergene Navigator)

Die Rohdaten der in der Datenverarbeitungsversion ABI Prism 377 XL Collection der Fa.
ABI vorliegenden Sequenzen wurden in das Programm EditSeq der Firma GATC iiberfiihrt.
Dort wurden sie unter die in der Genbank publizierten Sequenz (Gene Bank Zugangsnummer
U93237) (Chandrasekharappa et al., 1997) eingelesen. Das Chromatogramm wurde Basenpaar
um Basenpaar von stets dem selben Auswerter gelesen. Sequenzanteile ohne eindeutige
Sequenzfestlegung iiber > 2 Basenpaare wurden aus der Sequenzanalyse entfernt. Wurde
dadurch der lesefihige Sequenzteil so beschrinkt, daB nicht mehr das komplette Exon
auswertbar war, so wurde eine erneute Polymerasekettenreaktion und Sequenzierung des
Exons durchgefiihrt. Eine Sequenz wurde als nicht eindeutig definiert, wenn der Hintergrund
> 5% der minimalen Sequenzamplitude betrug. Alle zur Verfligung stehenden eindeutigen
Sequenzdaten eines Patienten wurden nach Entfernung fehlerhafter Sequenzabschnitte in ein
sogenanntes Contig iiberfiihrt. In jedes Contig gingen die Daten eines individuellen Patienten.

Dabei wurden die Sequenzergebnisse des Vorwirts- und Riickwirtsstranges sowie auffillige
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Sequenzdaten wiederholter Amplifikationen vom selben Patienten in den sequenzhomologen
Abschnitten iibereinander gelegt. Die Daten von Blut und Tumorgewebe eines Patienten
wurden so zusammengefiihrt und mit der in jede Einzeldatei eingeladenen vollstindigen

genbmischen Sequenz des humanen MEN I Gens (GenBank U93237) verglichen.
B. X. Differentiell-quantitative Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation allelspe-

zifischer DNS-Sequenzen (LOH-Marker)

B. X. 1. Amplifikationsbedingungen der Heterozygotiemarker

Fiir die Amplifikation der VNTR-tragenden (variable number of tandem repeats) Sequenzen

wurden folgende Oligonukleotide verwendet.

Oligonukleotidsequenz der 4 Heterozygotiemarker:

Marker Oligonukleotidsequenz 5¢ — 3¢ Position zum
MEN-I-Gen

PYGM |vorwirts [CTA GCA GAG TCC ACC TACTG zentromerisch
PYGM |riickwiirts | GTC GTC AGG TAG CAA CTG AC zentromerisch
D11S480 | vorwirts | CCC TCT TGC CTG TGT TGA AAT zentromerisch
D11S480 |riickwirts | TTT GAG GTA GGC TTC GTATA zentromerisch
D11S987 |vorwirts | GAC TCC AGT CTG GGC AAT AAA AGC telomerisch
D11S987 |riickwirts | GGT GGC AGC ATG ACC TCT AAA G telomerisch
D11S449 |vorwirts | GGT GAA AAA ACACACTTGTCTG telomerisch
D118449 |riickwirts | GGG GAC ATA GTG AGA TCC TGT telomerisch

Alle Oligonukleotide wurden durch die Fa. Roth (Karlsruhe, Deutschland) synthetisiert. Jeder
Vorwirtsoligonukleotid war am 5°-Ende mit Fluorescein Phosphoramidid markiert.

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte im Stufenzyklusverfahren auf dem Thermalcycler
GeneAmp 2400 der Firma Perkin Elmer (Branchburg, USA). Zum Ansatz wurden
autoklavierte und nukleasefreie 200 pl-Eppendorfgefiie verwendet. Das Volumen eines PCR-

Ansatzes betrug 25 pl.
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Die PCR-Bedingungen und Reaktionsansétze waren fiir alle Heterozygotiemarker identisch:

Denaturierung 94°C 1 min

Denaturierung 94°C 45 sec

Anlagerung der Oligonukleotide 60°C 45 sec 33 Zyklen
Synthese 72°C 1 min

Extension 72°C 10 min

25ul des Polymerasekettenreaktionsansatzes enthielten folgende Reagenzien:

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

B. X. 2. Kontrolle und Quantifizierung der Amplifikationsprodukte durch

Agarosegelelektrophorese

Die Amplimere wurden durch Agarosegelelektophorese getrennt. Dazu wurden Agarosegele,
1% w/v, mit 5 pl Polymerasekettenreaktionsgemisch nach erfolgter Polymerasekettenreaktion
beschickt und die Fragmente fiir 2 Stunden bei 100 V einer Elektrophorese unterworfen. Die
Banden wurden durch Ethidiumbromidféirbung sichtbar gemacht und auf dem UV-Tisch nach
Polaroid-Photodokumentation gegen den aufgetragenen Molekulargewichtsstandard 1 Kbplus

(GibcoBRL), 1 pg pro Spur, quantifiziert.

B. X. 3. Quantifizierung der allelspezifischen Amplifikationsprodukte durch
Kapillarelektrophorese im ABI Prism 310 Genetic Analyzer

1 pl der Fluoreszenzmarkierten Amplimere wurden nach Zusatz von 12 pl deionisiertem
Formamid (Sigma, St. Louis, USA) und 0,5 pl des Standards unter Denaturierungsbeding-
ungen kapillarelektrophoretisch (ABI Prism 310 Genetic Analyzer Capillary, Linge 47 cm,
Durchmesser 50 pm) mit Hilfe des ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer
Biosystems, Branchburg, USA) aufgetrennt.

Als interner Gr6Benstandart wurde Gene Scan 350 (Perkin Elmer Biosystems, Branchburg,

27



USA), TAMRA -markiert, benutzt.
Als Laufpuffer diente 1 x konzentrierter, mit EDTA versetzter Genetic Analyzer Puffer
(Perkin Elmer Biosystems, Branchburg, USA).

Die gewonnenen Daten wurden mittels des Datenverarbeitungsprogrammes Gene Scan

Analysis Software, Version 2.0.2 (Perkin Elmer Biosystems, Branchburg, USA) verarbeitet.

B. X. 6. Bestimmung der Allelverhiltnisse

Die Allelratio R berechnete sich wie folgt: Die Bandenfldchen der Allele 1 und 2 wurden bei
informativen Patienten fiir DNS aus Blut und DNS aus Gewebe ermittelt. Durch Teilung des
aus Blut erhaltenen Wertes durch den flir Gewebe erhaltenen Wert ergab sich die Allelratio als
dimensionslose Grofe. Die Berechnung wurde fiir jeden VNTR-Marker (variable number of

tandem repeats) getrennt durchgefiihrt.

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

P (Allel 1, Tumor) / P (Allel 2, Tumor)
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C. Ergebnisse

C. I. Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv setzte sich wie folgt zusammen:

Nr. | Tumorgr | Alter | Ges | Klinische Hormon- Chirurgisches
ofle °:ﬂe Diagnosen Produktion Vorgehen
c
5 17x12cm |34 HPT, Hypophysentumor, | Nein Adrenalektomie und
MEN-I-Syndrom Nephrektomie en bloc
10 |4x4 cm 67 Inzidentalom Nein Adrenalektomie und
Nephrektomie en bloc
14 |8cm 45 MEN-I-Syndrom Cortisol Adrenalektomie links,
Cushing Syndrom subtotale Adrenalektonie
Hypophysenadenom rechts
kontralaterale adrenale
Hyperplasie
15 |10x8 cm 73 M  [Radikulitis Nein Adrenalektomie
17 | 11x8 cm 42 M | Bluthochdruck Aldosteron, Adrenalektomie und
Cortisol, Renin Nephrektomie en bloc
24 |14x10cm |47 Cushing Syndrom Cortisol, DHEAS, | Adrenalektomie,
Hirsutismus, Testosteron transperitoneal
Bluthochdruck
29 |6x45cm |56 W | Cushing Syndrom Cortisol Tumorexzision,
transperitoneal
34 |9x8 cm 46 W | Cushing Syndrom Cortisol Adrenalektomie,
V. cava Thrombose Aldosteron transperitoneal
51 [9x5cm 37 W | Metastasierendes Cortisol, DHEAS | Adrenalektomie,
Nebennierenkarzinom transperitoneal
57 |8x5cm 15 M |Pubertas praecox (mit 10 [ Testosteron Adrenalektomie,
Jahren) transperitoneal
62 |8x4cm 60 M [ Gyndkomastie Ostradiol Adrenalektomie,
transperitoneal
64 |85x6cm |28 W | Amenorrhoe, Hirsutismus, | Cortisol, DHEAS, | Adrenalektomie,
Cushing Syndrom Ostradiol transperitoneal
71 |9cm 40 W | Riickenschmerzen Nein Tumorresektion und
Splenektomie en bloc
100 | Lokal- 32 W | MEN-I-Syndrom Nein Probeentnahme
rezidiv Nebenschilddriisenadenom,
foll. Schilddriisenadenom,
sek. Amenorrhoe
Vater: HPT (2 Driisen)
101 |4,5x4,5cm |78 W | Cushing Syndrom goiter Cortisol Adrenalektomie
102 | 7x2 cm 39 W | Cushing Syndrom Cortisol Lokalexzision,
Rez. Nebennierentumor transperitoneal
104 | 9x8 cm 49 W | Lebermetastase Nein Adrenalektomie
transperitoneal,
Lebertumorresektion

W=weiblich, M=minnlich, HPT=Hyperparathyreodismus, DHEA S=Dehydroepiandrosteron
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Untersucht wurden insgesamt 17 Patientinnen und Patienten. 11 von ihnen waren weiblichen
Geschlechts, 6 minnlichen Geschlechts.

Der jlingste Patient war bei Operation 15, die ilteste Patientin 78 Jahre alt. Das Mittel im
Alter bei Operation betrug 44 Jahre und 4 Monate, der Median lag bei 46 Jahren, 6 Monate.

Hormonproduktion fand sich bei 11 von 17 Patienten, das entspricht einem Anteil von 65%.

Besonderheiten in der Anamnese ergaben sich bei den Patienten 5, 14 und 100, welche

klinisch multiglandulédre endokrine Tumorerkrankungen aufwiesen.

Patient 5:

Der 35-jéhrige. Patient zeigte eine fiir ein sporadisches MEN-Syndrom klassische
Konstellation mit Hypophysenadenom und multiglanduldrem Hyperparathyreodismus. Nur 1
Jahr nach der Operation des Hypophysenadenoms wurde ein 17x12x11 grofles, unilaterales
und infiltrierend wachsendes Karzinom der Nebennierenrinde mit Metastasierung in die
Nierenkapsel und in das lymphatische System entfernt. Bei diesem Patienten fand sich eine

heterozygote Stopp-Codon-Mutation in Exon 2.

Patient 14:

Bei der 45-jdhrigen Patientin fand sich ein bilateraler Nebennierenrindentumor mit
Kapseldurchbruch. Die histologische Untersuchung ergab fiir die rechte Seite eine 60 g
wiegende noduldre Hyperplasie und fiir die linke Seite ein 130 g schweres
Nebennierenrindenkarzinom. Die Patientin bot eine cushingoide Symptomatik mit
Hypercortisolismus. AuBlerdem wies sie ein Hypophysenadenom (Prolaktinom) auf.

Mutationen lieBen sich nicht finden, die Familienanamnese war leer.

Patient 100:

Die 32-jdhrige Patientin wurde bereits mit 25 Jahren an einem priméren
Hyperparathyreodismus operiert. Jetzt folgte die Operation eines rezidivierenden,
metastasierenden Nebennierenrindenkarzinoms. Des weiteren litt die Patientin an einem
follikuldren Schilddriisenadenom und einer sekunddren Amenorrhoe, deren Ursache ungeklrt
war. Der Vater dieser Patientin war wegen eines Hyperparathyreodismus bei 2-Driisen-

Hyperplasie operiert worden. Die Analysen ergaben keine Mutationen.
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C. II. Bandenmuster nach Exonspezifischer Amplifizierung der DNS-Isolate aus Blut

und Gewebe und nach chromatographischer Reinigung

5 6 7 89 10 11 12

1 2 3 4
YV VYV VYVVVYVY

Die Abbildung zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikationsprodukte aus
der Polymerasekettenreaktion unter Verwendung exonspezifischer Oligonukleotide.

Hierzu wurden 5 pl des Amplifikationsproduktes mit 2 pul Ladungspuffer versetzt und auf
einem 1%igen Agarosegel 1 Stunde bei 100 V aufgetrennt. Die DNS wurde durch Féarbung in
einer Ethidiumbromidlsung sichtbar gemacht und das Ergebnis fotographisch dokumentiert.
Die Spuren 1 bis 9 zeigen die Amplifikationsprodukte der Exone 2 bis 10/II, wobei Exon 5
und 6 zusammenhingend amplifiziert wurden. In den Spuren 10 bis 12 wurde als
Molekulargewichtsstandard 1, 0,5 und 0,25 pg, entsprechend 100, 50 und 25ng in der 1650
bp-Bande die 1 Kbplus Leiter (GibcoBRL, Ebersberg, Deutschland) aufgetragen, so daB eine
quantitative Abschitzung der Desoxyribonukleinsdure méglich war. Gemél der bekannten
genomischen Sequenz konnte die erwartete Fragmentgrofe mit dem Bandenmuster des
Molekulargewichtsstandard verglichen werden. Beim. Ausbleiben eines Amplifikations-

produktes mufite die Amplifikation wiederholt werden.

C. III. Analyseergebnisse

Es erfolgte eine komplette Sequenzierung der kodierenden Exone 2 bis 10 von simtlichen

Patienten. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die erfolgten Analysen.
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C. IIL 1. Ubersicht der Mutationen und Polymorphismen im MEN I Gen

Fine Abweichung der Basensequenz wurde dann festgestellt, wenn sich bei Sequenzierung
des Vorwirts- und Riickwirtsstranges die beschriebene Alteration eindeutig darstellte. Ein
Vergleich der erstellten Sequenzanalysen erfolgte mir der unter der Adresse GenBank U93237
verdffentlichen Sequenz des Genabschnittes 11q13. Bei fehlender Eindeutigkeit wurde die
Sequenzierungsreaktion wiederholt. Es erfolgte eine Komplettanalyse aller kodierenden
Exone inklusive ihrer Spleifl-Junktionen an den Intron-Exon-Grenzen. Eine Mutation
und/oder eine Heterozygotie lieBen sich bei insgesamt 9 von 17 Patienten aufdecken; diese

fanden sich an folgenden Positionen:

Position 2722 | Heterozygotie Patient 17

Position 7264 | Heterozygotie Patient 10, 34, 64, 101, 102, 104
Position 2665 Mutation |Patient 5

Position 4246 Mutation |Patient 71

AuBlerdem lielen sich regelmiflig eine Sequenzidnderung in Position 4243 (Intron 2, tgg ccc
cct ttc und nicht tgg ccc ctt tc, wie in GeneBank Zugangsnummer U93237 veroffentlicht) und
eine Sequenzidnderung in Position 6821 (Intron 8, aca ggc ca und nicht aca ggg cca, wie in

GeneBank Zugangsnummer U93237 veroffentlicht) nachweisen.



C. IV. Allelspezifische Quantifikation durch VNTR-Analyse (LOH-Analyse)

Bei 5 der untersuchten Patienten stand sowohl Blut- als auch Gewebe-DNS zur Verfligung.
Diese Patienten wurden einer VNTR-Analyse unterzogen. Jeder Patient wies mindestens fiir
einen der vier verwendeten Marker einen Heterozygotieverlust auf. Der Informativititsgrad
der Marker lag bei 75 — 80 %. Ein Heterozygotieverlust auf Chromosom 11q13 hatte bei 2
von 5 der Patienten sicher keine Auswirkung auf das MEN-I-Gen; diese Patienten wiesen eine
Heterozygotie in Position 7264 (Patient 64) bzw. 2722 (Patient 71) auf. Dabei wurde fiir die
VNTR-Analyse und die Sequenzierung die selbe DNS-Matrize verwendet.

In 12 weiteren Féllen stand keine Blut-DNS der jeweiligen Patienten zur Verfiigung. Durch
die Ausprigung der intragenischen Polymorphien in Position 2722 und 7264 konnte in 5
dieser Fille (42%) ein Heterozygotieverlust ausgeschlossen werden. 7 Fille (58%) ergaben
keinerlei Anhalt fiir oder gegen einen Heterozygotieverlust.

Die Tabelle ergibt Aufschluf} tiber den patientenspezifischen Verlust der Heterozygotie fiir die

LOH-Marker sowie fiir das Vorliegen (+) einer Heterozygotie an den polymorphen Stellen
2722 und 7264:

Patient D11S PYGM D11S D11S 2722 7264 LOH
480 449 987 im
Menin-
Gen
5 ¥
10 +
14
15 +
17 +/- LOH + + + + ausgeschlossen
24 LOH LOH LOH LOH + ausgeschlossen
29 NI LOH LOH LOH + ausgeschlossen
34 +
51 LOH NI LOH NU + ausgeschlossen
57 +
62
64 LOH + NI NI + + ausgeschlossen
71 +
100 +
101 +
102 -
104
Informati 80 80 20 75
vitit %

LOH=Heterozygotieverlust; NI=nicht informativ, NU=nicht untersucht
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C.1V.1 VNTR-Analyse der S untersuchten Patienten
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Patient 64

3

D11S480 PYGM D11S987 D11S449

Die oberen Zeilen zeigen die jeweiligen Amplimere, welche aus Blut-DNS gewonnen wurden, die unteren Zeilen die
Amplimere aus dem dazugehérigen Gewebematerial der Nebennierenkarzinom.



C. IV. 2. Beispiel eines Heterozygotieverlustes an Patient 51 (D11S449)

Die oberen Zeilen zeigen das aus Blut gewonnene Amplimer, die untere Zeile das aus dem
dazugehorigen Gewebematerial der Nebennierenkarzinom. Die errechnete Allelratio der
Bandenfldchen betrug 0,27. Ein Heterozygotieverlust war als Allelratio < 0,40 definiert.
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D. Diskussion

Eine Analyse der Heterozygotieverluste auf Chromosom 11q13 wurde an 5 der insgesamt 17
Patienten durchgefiihrt. Bei jedem Patienten fand sich zumindest in einer Position auf
Chromosom 11q13 ein Allelverlust. Bei keinem Patienten waren alle Loci betroffen, so da3
nicht vom Verlust des gesamten Chromosomenarms, sondern von umschriebenen Deletionen
ausgegangen werden mufl. Die verwendeten Marker D11S480 und PYGM befinden sich
zentromerisch vom MEN-I-Gen, wihrend die Marker D11S449 und D11S987 telomerisch
vom MEN-I-Gen lokalisiert sind. Deletion von Markern auf beiden Seiten des Gens bedeuten
mithin auch den Verlust des MEN-Gens selber. Dieses war bei 3 Patienten der Fall (Patienten
24, 29 und 51). Bei diesen Patienten war auch bei Untersuchungen intragenischer
polymorpher Loci, insbesondere in Position 7264 kein Beweis fiir Heterozygotie zu erbringen.
Bei Patient 17 und 64 liegt der Heterozygotieverlust zentromerisch vom MEN-I-Gen. Bei den
Patienten 64 ist die erhaltene Heterozygotie des MEN-I-Gens durch den polymorphen Locus
7264 nachgewiesen. Bel Patient 17 besteht Heterozygotie in der intragenischen Position 2722.
Beim Vorliegen von Heterozygotieverlusten bei allen 5 Patienten geht dieser zumindest bei 2
Patienten nicht mit einem Verlust des MEN-I-Gens einher. Die Informativititsraten der
verwendeten Microsatellitenloci entsprechen mit 75 bis 80 % zuvor verdffentlichten
Ergebnissen (Beckers et al., 1992, Heppner et al., 1999, lida et al., 1995, Kjellman et al.,
1999, Skogseid et al., 1992).

Unter 14 Patienten mit sporadischem adrenokortikalem Karzinom fanden wir bei
Sequenzierung der gesamten codierenden Sequenz der 9 Exone des MEN-Gens und ihrer
flankierenden Exon-Intron-Ubergangsbereiche einschlieBlich des Splei-Junktionen nur eine
einzige Mutation. Diese betrifft Patientin 71, eine 40jihrige Frau mit grofSem
Nebennierenkarzinom ohne Hormonproduktion. Die Mutation ist in Codon 176 (Exon 3)
lokalisiert und fiihrt iiber einen Basenaustausch von Adenin gegen Guanin zu einem
Aminosdurenaustausch von Arginin zu Glutamin (siehe Abbildung C. III. 5.). Die Mutation
liegt in heterozygoter Form vor. Diskutiert werden muf3 also neben der Moglichkeit einer
Beimischung von Normalgewebe auch die Moglichkeit, dal dieser Aminosdurenaustausch
ohne biologische Konsequenzen bleibt und die Genfunktion nicht beeintrichtigt. Ein
Funktionstest zur Kldrung dieser Frage steht derzeit nicht zur Verfiigung. Einstweilen

beschreiben wir fiir das Nebennierenkarzinom eine Mutationsfrequenz von nur 1/14 (7%).
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Dieses FErgebnis bestitigt vorldufige Resultate, die mit Hilfe verschiedener
Screeningverfahren an 28 Patienten erzielt wurden (Heppner et al., 1997, Kjellmann et al.,
1999, Mutch et al., 1999).

Drei weitere von uns untersuchte Patienten wiesen klinisch eine multiglandulire endokrine
Tumorerkrankung auf. Patient 5 zeigte die fiir ein sporadisches MEN-Syndrom klassische
Konstellation mit Hypophysenadenom und multiglanduldrem Hyperparathyreodismus. Bei
diesem Patienten fand sich eine Stopp-Codon-Mutation vom Typ Amber in Exon 2 im
Nebennierenkarzinom. Obwohl eine Normalgewebskontamination oder eine Kontamination
mit nicht erkranktem Nebennierengewebe fast sicher ausgeschlossen werden kann, da das
Gewebe aus der Mitte eines 17x12 cm groflen Tumors gewonnen wurde, liegt die Mutation
nur in heterozygoter Konstellation vor. Damit sind die von Knudson (Knudson et al., 1971,
Knudson et al., 1996, Haber et al., 1997) aufgestellten Postulate zur Realisierung eines
Tumorsuppressorgendefektes nicht erfiillt und es stellt sich die Frage, ob das Auftreten der
Mutation in diesen Nebennierenkarzinomen zufilliger Natur ist. Ebenso konnen
Mechanismen in Rede gestellt werden, in denen die Tumorgenese nur einen indirekten Bezug
zur Inaktivierung des MEN-I-Gens hat. Patient 14 wies ebenfalls eine MEN-I-typische
Konstellation auf; hier findet sich ein Hypophysenadenom mit einer beidseitigen
adrenokortikalen Hyperplasie in der sich links ein 8 cm durchmessendes Karzinom mit
Kortisolproduktion gebildet hatte. Patient 100 wies neben dem Nebennierenkarzinom ein
Nebenschilddriisenadenom, ein follikuldres Schilddriisenadenom und eine sekundire
Amenorrhoe auf, deren Ursache nicht mehr gekliart werden konnte. Der Vater dieser Patientin
war wegen eines Hyperparathyreodismus bei 2-Driisen-Hyperplasie operiert worden. Beide
Patienten wiesen keine Mutationen auf. Zusammenfassend sprechen diese Befunde nicht
dafiir, da3 das Nebennierenkarzinom durch MEN-I Defekte verursacht wird. Vielmehr scheint
es sporadisch zu entstehen (Patient 5) oder mag sogar als Hinweis fiir eine andere, bisher nicht

néher eingegrenzte endokrine Vieldriisenerkrankung gelten.

In summa bestdtigen unsere Untersuchungen héufige Heterozygotieverluste auf Chromosom
11q13 beim Nebennierenkarzinom. Allerdings betreffen diese Heterozygotieverluste in
mindestens 40 % der Félle nicht das Menin-Gen. Eine komplette Sequenzanalyse an 14
Patienten mit Nebennierenkarzinom wies nur eine heterozygote Mutation mit
Aminosiurenaustausch nach, so daBl die Mutationsfrequenz mit 7% niedrig ist. Menin-

Gendefekte sind kein flihrendes Ereignis in der Tumorigenese des adrenokortikalen
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Karzinoms. Nebennierenkarzinome bei Patienten mit multiglanduliren endokrinen

Erkrankungen sind allenfalls indirekt auf MEN-I-Genmutationen zuriickzufiihren.
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E. Zusammenfassung

Das Nebennierenkarzinom ist eine seltene sporadische Erkrankung, die auch im Kontext der
Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1 beschrieben worden ist. Angesichts einer Hiufigkeit
von 40% von Nebennierentumoren bei MEN-I-Patienten, der Tatsache, daB das MEN-I-Gen
auf Chromosom 11q13 lokalisiert ist und die Hilfte der Tumoren von Patienten mit
Nebennierenkarzinom Heterozygotieverluste auf Chromosom 11q13 aufweist, haben wir die
Héufigkeit von Menin-Genmutationen beim adrenokortikalen Karzinomen untersucht.
Wihrend 5/5 (100%) der Patienten mit sporadischen Nebennierenkarzinomen
Heterozygotieverluste auf Chromosom 11q13 aufwiesen, konnte bei 2 Patienten angesichts
erhaltener Heterozygotie im Menin-Gen ein Verlust dieser Region sicher ausgeschlossen
werden. Bei 14 Patienten mit sporadischen isolierten Nebennierenrindenkarzinomen fand sich
nur eine einzige Mutation mit Basenaustausch und konsekutivem Aminosiurenaustausch in
Codon 176 bei einer Patientin mit hormoninaktivem Tumor. Die Mutationsfrequenz liegt
damit bei 7%. Bei 3 Patienten mit gleichfalls sporadischen Nebennierenrindenkarzinomen, die
allerdings im Rahmen multiglandulédrer endokriner Tumorerkrankungen auftraten, fand sich in
einem Fall eine Stopp-Codonmutation in Codon 126. Die beiden anderen Patienten wiesen
keine Mutationen auf. Die nur heterozygote Konstellation der Stopp-Codonmutation und das
Fehlen einer Mutation bei den anderen Karzinomen, spricht gegen die verbreitete Annahme,
dafl Nebennierenkarzinome dem klinischen Bild des MEN-I-Gendefektes zuzurechnen sind.
Menin-Genmutationen sind an der Tumorentstehung in der Nebennierenrinde nur selten
mallgeblich beteiligt. Die beiden von uns nachgewiesenen Mutationen in einem sporadischem
Nebennierenrindenkarzinom und in einem Nebennierenrindenkarzinom bei MEN-I-Syndrom

sind die ersten Beobachtungen dieser Art.

45



F. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

%

°C

ng

pl

pm

A

bp

cm’
DHEAS
DNS

EDTA

H,0
HET
HPT

LOH

MEN

min

mM
MUT
n. u.
Na
NaOH
ng

NI

p. a.

Prozent

Grad Celsius
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Ampere

Basenpaare
Quadratzentimeter
Dihydroepiandrosteron
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendiamintetraacetat
Gramm

Stunde

Wasser

Heterozygotie
Hyperparathyreodismus
Kilobasen
Heterozygotieverlust (Loss of Heterozygozity)
ménnlich

Multiple Endokrine Neoplasie
Minuten

Millimeter

Millimolar

Mutation

nicht untersucht
Natrium

Natronlauge
Nanogramm

nicht informativ
Nanometer

per analysis
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PAA Polyacrylamid

PCR Polymerasekettenreaktion
pmol Pikomolar

rez. rezidivierend

sec Sekunden

sek. sekundir

Taq Thermophilus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA

TEMED Tetramethylethylendiamin
U Unit
UV-Licht Ultarviolettes Licht

v Volt

V. Vena

VNTR Variable Number of Tandem Repeats
W Watt

w weiblich
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Das Nebennierenrindenkarzinom ist eine seltene sporadische Erkrankung mit einer Inzidenz
von nur etwa 1,79 Féllen pro 1 Million Einwohner und Jahr. Die genetischen Mechanismen,
die zur Entstehung eines Nebennierenkarzinoms fiihren, werden nur teilweise verstanden
Auffillig ist jedoch, daB bis zu 40 % der Patienten mit dem Syndrom der Multiplen
Endokrinen Neoplasie Typ I (MEN-I-Syndrom) Verinderungen der Nebenniere aufweisen,
darunter auch Nebennierenkarzinome.

DaB} auch fiir die Genese adrenokortikaler Tumoren die Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen eine Rolle spielen diirfte, ergibt sich aus der Hiufigkeit vorbeschriebener Hetero-
zygotieverluste. Dabei weist etwa der Hilfte der Patienten mit Nebennierenkarzinom einen
Heterozygotieverlust in Position 11q13 auf. Der Verdacht eines Zusammenhangs zwischen
Nebennierenkarzinomen und dem MEN-I-Syndrom wird durch eine Untersuchung von 6
Patienten mit offenkundigem MEN-I-Syndrom erhirtet, wo nur der Patient einen Hetero-
zygotieverlust in der Bande 11q13 aufwies, dessen Tumor ein adrenokortikales Karzinom
war.

Das fiir das MEN-Syndrom Typ I (Wermer-Syndrom) verantwortliche Gen konnte 1997 auf
Chromosom 11q13 lokalisiert werden. Das 610 Aminoséuren groe Proteinprodukt trigt den
Namen Menin; seine Funktion ist noch unbekannt. Nachdem sich vor diesem Hintergrund der
Verdacht ergibt, da3 Mutationen des MEN-I-Gens mit der Inaktivierung eines hypothetischen
Tumorsuppressorgens in Verbindung zu bringen sind, soll diese Arbeit Aufschlufl dariiber
geben, in wie weit Heterozygotieverluste, Mutationen und Nebennierenkarzinome einander
bedingen.

Untersucht wurde Blut und Tumorgewebematerial von insgesamt 17 Patienten, 3 davon mit
bekanntem MEN-I-Syndrom. Ein Heterozygotieverlust konnte bei 5 von 5 untersuchten
Patienten nachgewiesen werden. Bei der Sequenzierung der gesamten codierenden Sequenz
der 9 Exone des MEN-Gens und ihrer flankierenden Exon-Intron-Ubergansbereiche ein-
schlieBlich der Splei3-Junktionen von 14 Patienten mit sporadischen Nebennierenkarzinomen
fand sich nur eine einzige heterozygote Mutation mit Aminosidurenaustausch in Exon 3.
Lediglich einer der Patienten mit manifestem MEN-I-Syndrom zeigte bei der Sequenzierung
eine heterozygote Stopp-Codon-Mutation in Exon 2.

In summa bestitigen die durchgefiihrten Untersuchungen hiufige Heterozygotieverlust auf
Chromosom 11q13 bei Nebennierenkarzinomen. Allerdings betreffen diese in mindestens 40
% der Fille nicht das Menin-Gen, was durch das Vorliegen intragenischer Polymorphismen
ausgeschlossen wurde. Bei einer sehr niedrigen Mutationsfrequenz von 7 % (1/14), wobei
diese auch nur in heterozygoter Form vorlag, sind Menin-Gendefekte wohl kein fiihrendes
Ereignis in der Tumorigenese des adrenokortikalen Karzinoms. Die Entstehung desselben ist,
auch im Rahmen multiglanduldrer Erkrankungen, wohl allenfalls indirekt auf MEN-I-
Genmutationen zuriickzufithren. Die nachgewiesenen Mutationen in einem sporadischen
Nebennierenkarzinom und einem Nebennierenkarzinom bei MEN-I-Syndrom sind die ersten
Beobachtungen dieser Art.
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