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1.0 Einleitung

1.1 Genetische Grundlagen

HNPCC (Hereditares Nicht-Polypdses Kol orektales Syndrom): Das Syndrom der defekten

Mismatch-Reparatur-Gene

Die Erstbeschreibung des Syndroms geht auf Aldred Warthin zuriick, der im Jahr 1895 die
Familie G* mit auffalender Haufung an Magen-, Colon und Endometrium-

karzinomen beschrieb. Diein dieser Familie dominierenden Magenkarzinome reflektieren
primar exogene Einfllisse und stehen heute nicht im Vordegrund, was mit der dlgemeinen
Abnahme der Morbiditét dieses Tumors in der Gesamtbevolkerung zusammenhéngen konnte.
Nach Berichten Uber weitere betroffene Familien etablierte sich der Begriff ,, Cancer Family
Syndrome”. In der Mitte der 60-ger Jahre erkannte Lynch die hereditére Natur der
Erkrankung, die einen autosomal-dominanten Vererbungsmodus zu haben schien und
vermehrt Endometriumkarzinome zeigte. Zu dieser Zeit wéhlte man die deskriptive
Bezeichnung ,, Hereditary Nonpolyposis Colorecta Cancer* (HNPCC) um das Syndrom von
der ,, Familidren Adenomatsen Polyposis’ abzugrenzen. Der Name ist insoweit nicht ganz
glicklich gewahlt worden, a's dal3 es durchaus polypdse Vorstufen und extrakolische Tumore
im Rahmen dieses Syndromes gibt.

Der erste bahnbrechende Erfolg, der schliefdich zu der Identifizierung der Mismatch
Reparatur- Gene flhrte, war die Beschreibung der Mikrosatelliteningtabilitét. Mikrosatdliten
sind sch wiederholende, meist aus poly-A oder CA bestehende DNA Sequenzen, deren
physiologische Bedeutung noch unverstanden ist. Es wurden Unterschiede bel sporadischen
Kolonkarzinomen in der Lange der Mikrosatdliten zwischen Tumorzellen und
Normalgewebe beobachtet — die sogenannte Mikrosatdliteningabilitét (Synonym:
Replication Error Postive (RER+)). Kurze Zeit spéter sellten Forscher fest, dal3 die meisten
HNPCC-Tumore eine hohe Mikrosatd liteningtabilitét zeigten, was zu der Annahme fihrte,
bel dem Syndrom handele es sich um Defekte in den DNA- Reparaturgenen.

Der molekulare Mechanismus soll auf dem Beispie der Escherichia coli erléutert werden.



Drei Proteine nehmen an der Reparatur der Replikationsfehler tell: MutH, MutL und MutS.
MutS erkennt die falsche Basenpaarung und bindet an diese Stellen, MutH wird bendtigt um
an dem neusynthetiserten DNA- Strang die Base zu ersetzen und nicht auf der Matrix. Mit
Hilfe von MutL wird dann die Korrektur vorgenommen.

Beim Menschen wurden die entsprechende Gegenstiicke al's hM SH2 (humanes MutS
Homolog) und GTBP fir MutS, h(MLH1 und hPMS2 fir MutL identifiziert. Die
Differenzierung zwischen der Matrix und dem neusynthetiserten Strang erfolgt wohl auf
einem anderen Wege.

Kommt die Stérung des Mismatch-Reparatur- Systems zustande, Snd die Zdlen nicht mehr in
der Lage diein der S-Phase der Mitose auftretende Replikationsfehler zu korrigieren und
akkumulieren so Mutationen in einer hohen Anzahl. Daftr scheint aber die Inaktivierung
beider Allele notwendig zu sein. Die Betroffene mit HNPCC sind Tréger eines mutierten,
insuffizienten Allels und esist die spontane Mutation des Zweiten, dso des Wild-Typ Allds,
die cancerogen wirkt, es handdlt sich dabel um eine sogenannte Theorie der Zwei- Punkt —
Mutation.

Die zwe am héaufigsten betroffene Gene snd hMLH1 und hMSH2, die jewells fur etwa 30%
der HNPCC Félle verantwortlich gemacht werden.

Repar atur mechanismus am Beispiel der Escherichia coli

-A-C-G-G-G-G-G
-G-G-C-C-C-C-C

MutS — Erkennung der Mutation
MutH — Erkennung der Matrix, Schutz der Matrix vor falschen Korrekturen
MutL — Reparatur des Defektes, in unserem Fdl die Base,, A im faschen Paar ,A-G*



1.2 Klinische Merkmale und Diagnose

Die klinischen Charakteristika des HNPCC- Syndroms sind folgende: autosoma dominantes
Vererbungsmugter; friihes Auftreten der Tumore bel diesen Petienten; die etwa
neunzigprozentige Penetranz; Uberwiegende Lokdisation im rechtssaitigen Colon; synchrones
und metachrones Auftreten von kolorektalen Karzinomen; wegwel sende, jedoch nicht
pathognomonische histologische Mugter, wie z.B. lymphozytische Infiltration, schlechte
Differenzierung, klinisch bessere Prognose im Vergleich zu sporadischen Karzinomen und
schliefdich die Entwicklung von extrakolischen Tumoren, u.a. Endometrium-, Magen-,
Dinndarm:, Ovarid-, Pankeas-, Ureter- und Nierenbeckenmaignomen (Lynch H.T., Smyrk
T., Jane F. Lynch, Molecular Genetics and Clinica-Pathology Feetures of Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Carcinoma ( Lynch Syndrome), Oncology, Vol. 55, 1998, 103-108).
Sie haben jedoch keine Berticksichtigung in den Amsterdamer Kriterien | gefunden, so dal3
die Prévaenz der Erkrankung unterschétzt wurde. Um diesem Phénomen Rechnung zu tragen,
hat man spéter in den Amsterdam:-11-Kriterien auch extrakolische Karzinome berticksichtigt.
Die im internationaen Gebrauch etablierten Amsterdamer Kriterien besagen, dald mindestens
drei Mitglieder einer Familie, zwei davon Verwandte ersten Grades, in mindestens zwel
Genertionen kolorekta e Karzinome haben miissen und mindestens einer bel der
Diagnosestellung unter 50 Jehren dt igt. Hier hat man einige der typischen Merkmale der
Erkrankung festgehaten, némlich das verhdtnismddg junge Alter der Patienten bel der
Ergmanifestation und die familidgre Haufung der Tumore. Weitere Charakteristika Sind unter
anderem die Uberwiegend proximae Lokaisation ( etwa 70% der Tumore vor der linken
Kolonflexur), Auftreten von synchronen und metachronen Maignomen und natiirlich
extrakolischer Tumoren, wobel Endometrium-, Ovarid- und Magenkarzinome neben einigen
anderen die dominierenden Lokalisationen darstellen. Se haben jedoch keine
Beriickschtigung in den Amsterdamer Kriterien gefunden, so dal? mehrere Familien,
besondersin der Zet der Kleinfamilien und hoher Mobilitét, diese nicht erfillen kénnen und
S0 die Prévaenz der Erkrankung unterschétzt wird.

Man hat den Begriff der HNPCC-like Familien gepréagt, um diese Patienten erfassen und
ihnen eine angemessene Betreuung anbieten zu konnen (Lynch H.T., Smyrk T., Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer, Cancer, Sept 15, 1996, Vol 78, Num 6, 1149-64).



Berats aus dem oben Gesagten |84 sich ableiten, dal? eine genaue und ausfiihrliche
Familienanamnese das effektivate und zweifel sohne das kogteneffizienteste Diagnostikum
dargelt. Wenn es moglich ist, immer diese Information mit Unterlagen, vor dlem die
Higtologie, schern. Die Immunhistochemie, die Untersuchung der Mikrosatelliteningtabilité,
die Gensequenzierung und weiteres mehr eignen sich zur Diagnosesicherung und sind vom
grof3en wissenschaftlichen Interesse. Da aber fir einen relativ grofen Antell der HNPCC-
Falle noch kein genetisches Korrelat gefunden werden konnte, dirfen negetive Ergebnisse
dieser Methoden auf gar keinen Fall s Ausschlufriterien gewertet werden.
Anderersaits ist die Mikrosatel liteninstabilitét keineswegs auf das HNPCC-Syndrom
beschrankt, auch wenn se zur priméren Abklarung des Syndroms mal3geblich beigetragen
hat. Etwa 20-30% unsdlektionierter kolorektaler Karzinome sind MS positiv, somit stellt
HNPCC nur einen Anteil dieses Kollektivs dar.

1.3 Molekulargenetische Diagnostik und klinische Vorsorge

Die klinische Vorsorge der auf HNPCC verdéchtigen Patienten wird durch die Vidfaltigkeit
der Mutationen der mehreren DNA-Reparaturgene erschwert. Es sollen deswegen sorgfétige
klinische Untersuchungen, ausfuhrliche Anamneseerhebung sowie differentid diagnostische
Uberlegungen dem molekulargenetischen Screening auf jeden Fall vorausgehen. Dievon Liu
et d. 1995 vorgeschlagene Vorgehensveise beinhdtet drel Schritte. Zuerst wird die
Amplifikation der Gene mittels der PCR Methode mit anschlief3ender e ektrophoretischen
Trennung der Produkte durchgeftihrt. Beraits hier ist die Identifikation mehrerer Mutationen
maglich. War dies nicht der Fall folgt die Trandation der Produkte zu Polypeptiden und die
Elektrophorese derselben. Bel diesem Vorgehen manifestieren sch die DNA-Aberrationen
mei stens durch Abbruch der Peptidkettensynthese und den daraus resultierenden inkompl etten
Polypeptiden, viel sdtener durch Synthese ,,fascher” Polypeptiden. Waren die Ergebnisse
negativ, mul3 bei enem walterbestehendem klinischen Verdacht die komplette
Sequenzanalyse der Gene durchgefiihrt werden.

Es gibt eine Methode, die Mikrosatd liteningtabilitét in Paraffinschnitten nachzuwei sen.

Das Gewebe wird mit Triton X-100 inkubiert, mit fluoreszenzmarkierten Primern amplifiziert
und anschlief¥end dektrophoretisch in einem Sequenzer aufgearbeitet.



Der Zeitaufwand reduziert sch von etwa drel Tagen auf 12 Stunden, die Methode ist
effizienter und die Kontaminationsgefahr it geringer.

Eine weitere Moglichkeit bietet die Untersuchung auf Mikrosatelliteningabilitét (MSl)
mittels PCR mit Di- und/oder Mononukleotidrepeat- Mikrosatellitenmarkern.

Die dabe festgestellten MSI+ Tumoren sollen dann der Mutationssuche zugefiihrt werden.
Die MSl ig en sehr unspezifisches Phénomen, dem offensichtlich unterschiedliche Ursachen
zugrunde liegen. Die Mutationssuche endet bel den M SI-positiven Tumoren oft ergebnidos,
was e nersaits durch weitere noch nicht beschriebene Mismatch Reparatur - Enzyme erklérbar
ware, anderersats kann die Mikrosatdliteningtabilitét auch im Rahmen der
Hypermethylierungstheorie, o bel vallig intakten Genen, auftreten. Dieser Mechanismus
kommt auch bel chronisch entztindlichen Erkrankungen, wie zum Beispid Morbus Crohn,
Vor.

Be den fir HNPCC verdéchtigen Fallen kann auch ene immunhistochemische Férbung
durchgefiihrt werden, um erstens eine Stérung in den DNA-Reparatur-Genen nachzuweisen
bzw. auszuschlief3en, und zweitens um diese einzugrenzen. Die Immunhistochemieist ds
Untersuchungsmethode auf Funktionsebene sehr reizvoll, da die hohe Senstivitét ( bel
Prifung mehrerer Enzyme ) und Spezifitét eine zuverlassige Aussage Uber den Zustand des
Mismeatch- Reparatur- Systems erlaubt, wahrend die MSI-Andyse nur einen Verdacht &ul3ern
ET

L&¥ schin der Farbung die Expresson der kodierten Proteine nachweisen, so ist eine
Mutation mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen, da die Expression von insuffizienten
aber gtrukturéhnlichen Produkten d's salten angesehen werden darf. Da die Mutationen
meistens mit dem Abbruch der Peptidkette einhergehen ist keine Sekundér- und
Tertiarstruktur mehr moglich. Und auch wenn es zur Synthese einer , faschen® Primérkette
kommt, ist aufgrund der unterschiedlichen Ladung, Grof¥e und Struktur der einzelnen
Aminosiuren das Zusammenfaten der Peptidkette zu enem funktionstlichtigen Enzym nicht
maglich. Dadie nétigen dreidimensionden Bindungsstellen fiir die jeweiligen Antikorper
fehlen, snd auch diese seltenen Féle immunhistochemisch negativ.

Ba negativen Ergebnissen mul3 unbedingt weterfihrende Diagnostik angeschlossen werden.



1.4 Epidemiologie

Die Endometriummadignome stehen in den westlichen Industrienationen nach Kolor,
Mamma- und Lungenkarzinomen an vierter Stelle in der Tumorverteilung bel Frauen und
haben sch ds die Haufigsten im weiblichen Genitatrakt vor Cervixkarzinomen behauptet.
Der Ruickgang der Letzten |&% sch auf die effektive Tumorvorsorge, Friherkennung und
Therapie der Dysplasen durch Koniotomie zuruckfihren. Die kontinuierliche Zunahme der
Endometriumkarzinome in den letzten Jahren héngt wahrscheinlich mit der seigenden
L ebenserwartung der Bevolkerung zusammen. Die Manifestation der Erkrankung liegt
Uberwiegend im postmenopausaen Alter und ist durch das Wiederauftreten der genitaen
Blutung, beziehungsweise die Irregularitét derselben in den jungeren Jahren charakterigert.

Die Tumorinzidenz betragt in Deutschland etwa 24/100 000 Frauen im Jahr, was eine
Gesamtzahl von etwa 20 400 Falen pro Jahr ausmacht. Weltweit sind es 150 000 New
erkrankungen pro Jahr. In der Bundesrepublik versterben etwa 1 300 Petientinnen im Jahr an
Endometriumkarzinomen

Die Endometriumkarzinome kommen in der Gberwiegenden Mehrzahl der Fdle
sporadisch vor. Der Anteil der hereditéren Karzinomen wird in der Literatur sehr
unterschiedlich angegeben, von 1% bei Hagen et d. bis zu 5-10% in anderen Publikationen.
Im Rahmen des HNPCC- Syndroms kommen die Endometriumkarzinome bel etwa 10% aller
Betroffenen vor und treten bel weiblichen Petienten in 20-30% der Félle auf, was Se nach
kolorektaen Karzinomen zur zwelthaufigsten Tumorentitét bel diesem familidren Leiden
werden [d3. In der Studie von Wijnen et a. an einem grof3en Kollektiv von 214 Familien mit
familidren kolorektaen Karzinomen ohne Mutationsnachwelsim hMLH1- und hMSH2-
Screening konnte bel 10 Familien eine hM SH6-K e mbahnmutation festgestdllt werden. In
diesen Familien erkrankten sogar 73% der Anlagetrégerinnen an einem
Endometriumkarzinom.
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1.5 Atiologie

Die sporadischen Endometriumkarzinome lassen bel ihrer Entstehung eine schrittwelse
maligne Transformation erkennen. Die adenomattsen Hyperplasien sind inshesondere unter
Uberméiger und/oder dauerhafter Ostrogengtimulation bei verhaltnismdigem Mangdl an
Gestagenen zu beobachten. Beide Hormone werden hauptséchlich in den Ovarien (Graaf-
Fallikel, Corpus luteum) produziert und unterliegen einem Feed-Back- Mechanismus Uber das
luteiniserende und das follikelstimulierende Hormon des Hypophysenvorderlappens, die
ihrerseits durch das L H-FSH- Releasinghormon des Hypothaamus reguliert werden.
Ostrogene fiihren zur Proliferation des Endometriums, die Gestagene unterdriicken die
Zdteilung und bewirken den Ubergang der Uterusschieimhaut aus der Proliferations- in die
Sekretionphase. Das Fortschreiten der adenomattsen Hyperplasie von Grad | bis |l ist durch
Zunahme der Mitoserate, des Proliferationsgrades und der atypischen Zellen gekennzeichnet.
Be welterer Simulation ist das Entstehen eines Carcinomain Situ und daraus die
Entwicklung eines invasiven Endometriumkarzinoms moglich. In diesem Zusammenhang

snd einige Erkrankungen beziehungswel se Faktoren zu erwahnen, die mit erhdhtem
Karzinomrisko einhergehen. Dazu gehdren zum Beispid ¢strogenproduzierende Tumoren,
das Stein- Leventha- Syndrom, Stérungen des Mengtruationszyklus, Adipositas (bel
Adipositas wird im Fettgewebe vermehrt aus Androstendion Ostron synthetisiert), reine
Ostrogenkontrazeptiva und Mangel an dem sexua hormonbindenden Globulin. In mehreren
Studien ist gezeigt worden, dal3 bei reiner Ostrogensubtitutionstherapie der post-
menopausal en Beschwerden und der Osteoporose das Karzinomrisko im Vergleich zur
Normalbevolkerung um das Drei- bis Vierfache gesteigert ist. Diese erschreckende Zahlen
lassen sich durch die Gabe eines Kombinationspréparates fast auf das Normalniveau
reduzieren. Weitere Riskofaktoren stellen eine spédte Menopause sowie Nulliparitét dar,
wahrend eine spéte Menarche, Einnahme order Kontrazeptiva und Multiparitét protektiv
wirken.

Ein weterer Entstehungsmechanismus beruht, hnlich wie bal dem kolorektalen Karzinom,
auf der Anlage eines defekten Mismatch Reparatur- Systems.
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1.6 Management

Zur Theragpie der Tumoren bel HNPCC stehen die etablierten Verfahren, zum Beispid
Operation, adjuvante und neoadjuvante Chemotherapie, Radiatio und weiteres mehr zur
Verflgung.

Vid interessanter snd die Moglichkeiten der Vorsorge und der Friiherkennung im Rahmen
des Syndroms, sowie die sait neuestem diskutierte Aspirin/Sulindac Thergpie in Verbindung
mit di&tetischen Malinahmen. So besteht einersaits die Option der préventiven Kolektomie,
wiedebe der Familidgren Adenomattsen Polyposis sait einigen Jahren etabliert ist,
anderersaits die regdmadige, zweljdhrige Koloskopie mit Abtragung der Polypen und
Biopsen aus verdéchtigen Lasionen. Zu diesem Thema exigtieren unterschiedliche
Meinungen, wahrend Lynch ( Lynch HT. Isthere arole for prophylactic subtotal colectomie
among hereditary nonpolyposis colorectal cancer germline mutation carrier? Dis Colon
Rectum 1996; 39;109-110) und Church (Church JM. Prophylactic colectomie in patient with
hereditary nonpolyposis colorectal cancer. Ann Med 1996; 28; 479-82) die Kolektomie
empfehlen, lehnen Andere (Vasen HFA, Nagengast FM, Khan PM. Interva cancersin
hereditary nonpolyposis colorectal cancer (Lynch syndrom). Lancet 1995; 345; 183-4.) diese
Option ab.

Bel der um den 25-sten Lebengahr durchgefiihrten prophylaktischen Kolektomie steigt die
L ebenserwartung um 15.6 Jahren im Vergleich zu den nicht behandelten Patienten.

Die Vorteile dieser Methode lassen mit zunehmendem Alter der Patienten nach und sind
minimal, wenn der Eingriff bereits bel der Tumorversorgung erfolgt. Erwédhnenswert sind die
Komplikationen der Kolektomie, und vor dlem die Stuhlunrege méldgkeiten, die jahrelang
andauern konnen. Bel der subtotaler Resektion bleibt das Risko der rektaer Karzinome
natUrlich bestehen und bedarf angemessener Nachsorge, wobel die Belastung durch die
Rektoskopie bei weitem nicht so schwer it, wie die durch die Koloskopie.

Entscheidet man sch gegen die Kolektomie, so mul3 der Petient in die regeméigen

kol oskopischen V orsorgeuntersuchungen eingebunden werden. Die Kontrolle wird be
unaufféligem Befund nach zwel Jahren, bei Polypen in einem Jahr und bel verdéchtigen aber
histologisch tumornegativen Lasionen in drel bis sechs Monaten empfohlen. Der Benefit
dieser Strategie betrégt 13.5 Jahren im Vergleich zu den nicht Gberwachten Patienten.



Die Aspirin/Sulindac Behandlung zeigte dramatische Reduktion der Mikrosatelliteningtabilitét
inden Zdlen der kolorektder Karzinome, war jedoch bel den Endometriumkarzinomen ohne
jeglichen Effekt. Weitere Studien sollen die klinische Relevanz und Anwendungsbereich

dieser medikamenttsen Prophylaxe zeigen.

Im Tierversuch wurde an Apcl638 Mausen eine Reduktion der Lasionen unter einer Didt mit
hohem Cadcium- und niedrigem Fettanteil beobachtet. Ob es nur auf lokae Wirkung
zuriickzufUhren ist, oder Uber systemische Einfliisse auch die extrakolische Tumore
beeinflusst, muf3 noch untersucht werden.

1.7 Klinische Relevanz

Die Bedeutung des Syndroms im klinischen Alltag leitet Sch aus der Hereditét der
Erkrankung mit der Mdglichkeit der Prévention der Betroffenen und der hohen Penetranz des
Syndroms ba den Gentrégern. Wegen des hohen Riskos ein Karzinom oder Zweittumor zu
entwickeln, miissen die Petienten gut aufgeklart und in die Vor- beziehungsweise
Nachuntersuchungen eingebunden werden.

Dies= Arbeit s0ll die Beziehung zwischen den immunhistochemisch negativen Tumoren

und Alter, Familienanamnese, synchronen und metachronen Zwetmaignomen, Histologie
und mehreren welteren statistischen Daten beim Endometriumkarzinom analyseren. Das Zid
der Studieig es, die Immunhistochemie an einem Kollektiv unselektionierten
Uterusmaignomen auf die klinische Anwendbarkeit im Rahmen des HNPCC-Syndroms zu
prifen, beziehungsveise zu etablieren.
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2.0 Material

2.1 Patienten

Die Tumorblocke aus Paraffin sammen aus dem Archiv der Frauenklinik der Heinrich
Heine-Universtét Dusseldorf und umfassen 132 Patientinnen mit unselektionierten
Uterusmaignomen, dieim Zeitraum von 1980 bis 1994 in der Klinik operiert worden sind.
Das Gewebe wurde gleich nach der Entnahme im 4% Formaldehyd fixiert, zugeschnitten und
im Paraffin engebettet. In diesem Kollektiv fanden sich 113 Adenokarzinome, 3
Leilomyosarkome, 2 Plattenepithelkarzinome und 2 Chorionzdlkarznome. In 12 Félen stand

leider kein Tumorgewebe mehr zur Verfligung.

2.2 Erfolgte Therapie

Aus den uns zur Verfligung stehenden Daten geht hervor, dal? eine Petientin nach
fraktionierter Abrasio nicht operiert wurde und be alen anderen Patientinnen eine
abdominelle Hysterektomie mit bilaterder Adnexektomie erfolgte. In Uber der Halfte der
Féle wurden iliskae, paraaortae und/oder inguinae Lymphknoten exdtirpiert.

14



3.0 Methodik

3.1 Die Immunhistochemie

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung basiert auf einer hochspezifischen Antigen
Antikoérper- Reaktion mit darauf folgender enzymgesteuerten Farbresktion, die letztlich die zu
untersuchenden Strukturen sichtbar und damit beurteilbar macht.

Be der ABC-Methode nutzt man die intensve Bindungsreaktion zwischen dem Glykoprotein
Avidin und dem Coenzym Bictin aus. Der Priméantikorper, in unserem Fall Antikorper
gegen die Expressiongprodukte der Gene hMLH1, hMSH2 und hM SH6, bindet an die den
Untersucher interessierenden Proteindoménen und stellt sainersaits Antigenstrukturen fir
einen mit Biotin konjugierten Briickenantikorper, auch Sekundérantikorper genannt, dar.
Diese Antikorper snd gegen die speziesspezifischen Antigene (in unserem Fal Maus)
gerichtet und bieten nun dem ABC-Komplex Halt an dem Primérantikdrper und somit an den
zu untersuchenden Strukturen. Die Peroxidase, das an den ABC-Komplex gebundene aktive
Enzym, wird dann a's das Werkzeug zum Sichtbarmachen verwendet. Das |6diche farblose
DAB (3,3 - Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid) wird dabel von der Peroxidase in sein
unlédiches braunfarbenes Produkt tberfuihrt und stellt so hochselektiv die den Untersucher
interesserende Antigene dar. Schliefdich erfolgt die Gegenfarbung mit Hamaaun zur
Beurteilung der Ubrigen Gewebe- und Zd|strukturen.

Madgliche Fehlerquellen stellen zum Beispid Kreuzregktionen mit anderen Antigenen, die
Aktivitét der endogenen Peroxidase und die Bindung des ABC-Komplexes an das endogene
Biotin dar.

Diesen begegnet man mit der Behandlung der Schnitte mit Normal serum zum Blocken der
unspezifischen Antigene, mit der H202- Inkubation zur Inaktivierung der endogenen
Peroxidase sowie der A- und B-Biotinblockade.
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3.2 Protokoll der Farbung

Das eingebettete Gewebe wurde in den Paraffinblocken mit dem Mikrotom auf eine Stérke
von 3-5 um geschnitten und auf ,, Super Frost plus® Objekitrager aufgezogen. Nach dem
Fixieren der Schnitte auf dem Glas durch die zwdlfstiindliche Behandlung bel 37 Grad, wurde
das Gewebe immunhistochemisch wie folgt aufgearbeitet.

Entparaffinieren in Xyld fur 10 Minuten.

Absteigende Alkoholrethe

Spiilen mit Leitungswasser 1-2 Minuten

Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 3% Wassarstoffperoxid 10 Minuten

Spiilen mit Leitungswasser 5 Minuten

Kochen der Schnitte im Citratpuffer 20 Minuten in einem Mikrowelenherd bei maximaler
Leisung zur Antigendemaskierung

Abkulen be Raumtemperatur 1 Stunde lang

o o W N PRE

~

8. Spllen mit Leitungswasser 1-2 Minuten

9. Eindecken mit TBS+Triton

10. Blockieren der unspezifischen Bindungen mit Norma Horse Serum 10 Minuten
11. Inkubation mit dem jeweiligen Antikorper ( hMLH1 oder hMSH2 ) Gber Nacht bel 4°C
12. Erwarmen der Schnitte bel Raumtemperatur 90 Minuten lang

13. Spilen mit TBS+Triton

14. Inkubation mit Brickenantikorper IgG Mouse 25 Minuten

15. Spilen mit TBS+Triton

16. Inkubation mit ABC-Komplex 40 Minuten

17. Spllen mit TBS+Triton

18. Aktivieren des DAB mit 30% Wasserstoffperoxid

19. Inkubation mit aktiviertem DAB 10 Minuten

20. Spulen mit Leitungswasser

21. Gegenfarbung mit H&maaun 5 Minuten

22. Spllen mit Letungswasser

23. Aufgeigende Alkoholreihe

24. Xylol fur 1-2 Minuten
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25. Eindecken mit dem Automaten

Das Protokol der Streptavidinfarbung:

Entparaffinieren in Xylol fir 10 Minuten.
Abgteigende Alkohalreihe
Spiilen mit Leitungswasser 1-2 Minuten
Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit 3% Wasserstoffperoxid 10 Minuten
Spiilen mit Leitungswasser 5 Minuten
Kochen mit Uberdruck 5 Minuten lang in einem Mikrowellenherd zwecks
Antigendemaskierung
7. Abkulen der Schnitte bel Raumtemperatur
8. Spllen mit Leitungswasser 1-2 Minuten
9. Biotinblockade A 15 Minuten

o a0k~ w b PE

10. Splilen mit Leitungswasser 1-2 Minuten

11. Biotinblockade B 15 Minuten

12. Spilen mit Leitungswvasser 1-2 Minuten

13. Eindecken mit Aqua dedtillata

14. Inkubation mit Primérantikorper 1 Stunde

15. Spilen mit Aqua dedtillata

16. Inkubation mit Polivaentantikorper 30 Minuten
17. Spllen mit Aqua dedtillata

18. Inkubation mit bictinuliertem Sekundérantiktrper 30 Minuten
19. Spilen mit Aqua dedtillata

20. Aktivieren des DAB mit 30% Wasserstoffperoxid
21. Inkubation mit aktiviertem DAB 10 Minuten

22. Spllen mit Letungswasser

23. Gegenfarbung mit Hémaaun 5 Minuten

24. Splulen mit Leitungswasser

25. Aufgegende Alkoholrethe

26. Xyld fur 1-2 Minuten

27. Eindecken mit dem Automaten
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4.0 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Farbungen

Be der immunhistochemischen Untersuchung der Proteinexpression der Mismatch- Repair-
Gene hMLH1, hMSH2 und hM SH6 waren insgesamt 27 Endometriumkarzinome mit
Expressonsstérungen aufgefdlen, 14 davon waren hMLH1 negativ, 14 zeigten hM SH6-
St6rung und nur in 3 Fallen waren die Tumoren hMSH2-defizitér. Auffaligist, dal3dledre
hM SH2- negative Karzinome gleichzeitig auch hM SH6-negativ waren, so dal3 in unserer Serie
von sporadischen Endometriumkarzinomen keine einzige isolierte hM SH2-

Expressionsstorung vorliegt. Ein weiterer Tumor wies eine smultane hMSH6- und hMLH1-
Negativitét auf.

4.2 Streptavidinfarbung

Die Msh6- Férbung wurde an Schnitten mit den durch Sequenzieren gesicherten Mutationen
optimiert und fur die Studie tbernommen. Dadie ,,Versagerquote’ bel dieser Farbung vid
geringer ds erwartet ausgefdlen ist, haben wir mit der Methode as Quditdtsvergleich einige
Féarbungen mit den hMSH2- und hMLH1-Antikorper wiederholt. Bel den in der ABC-
Methode positiven Schnitten gab es keine gravierende Unterschiede, die Ansprechbarkeit der
nicht auswertbaren Préparaten lag jedoch zwischen 60 und 70%. Da die Streptavidinmethode
sch ds um mehrere Potenzen spezifischer sowie zuverl&ssger und as zetlich vortellhafter
erwiesen hat, wurden die mit der ABC-Methode nicht auswvertbaren Schnitte mit erstaunlich
guter Ausbeute nachgefarbt.
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4.3 Fixierungsprobleme

Vier Petientinnen schieden wegen Fixierungsprobleme des Gewebes fiir ale drel getesteten
Antikorper aus der Studie aus. Im welteren traten auch isolierte Mangd bel der Fixation der
einzenen Proteine auf , die ene Auswertung unméglich machten und sich wie folgt

vertelten:

hMLH1-Expressonsprodukte in 18 Féllen

hM SH2- Expressionsprodukte in 6 Fallen

hM SH6- Expressionsprodukte in 7 Falen

Diese Problematik ist bel der hMLH1-Férbung seit 1angerem bekannt und 1&% sich nur schwer
beeinflussen.

4.4 Auswertungskriterien

Die Auswertung der immunhistochemischen Priparate erfolgte nach einem vor dem
Studienbeginn festgelegten Schema. So wurden die Schnitte in sechs Gruppen eingetellt.
Gruppe 1. 0% podgitiver Zellkerne

Gruppe 2: unter 5% poditiver Zdlkerne

Gruppe 3: 5% bis 25% poditiver Zdlkerne

Gruppe 4: 25% bis 50% positiver Zellkerne

Gruppe 5: 50% bis 75% positiver Zellkerne

Gruppe 6: 75% bis 100% postiver Zdlkerne
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4.5 Vertellung in den Farbegruppen

Es ergab sch folgende Gruppenverteilung in den enzelnen Farbungen.

F-Problem = fixationsbedingte Auswertungsprobleme
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe4 Gruppe5 Gruppe 6 F-Problem

hMLH1 15 0 3 20 40 23 19
hMSH2 3 0 1 13 31 63 9
hMSH6 14 0 6 20 22 48 10

Verteilung der
Proteinexpression

70+
60
50+
40
301 = hMLH1
204 hMSH?2
Lot 0 hMSH6
0_4
i (Q\| o™ <t Lo (o) E
((b] (D] («b] («b] (b} ((b) ()]
o o o 9 9 9 5
o o o o o o o)
5 2 2 2 2 2 8
O O O 0 0 O &

Dader Gruppe 2 keine einzige Zuordnung erfolgte, bildet Se eine die Aussagekraft der
Féarbung unterstiitzende Trennzone zwischen den negativen und den positiven Tumoren.




4.6 Altersverteilung in den Farbegruppen

Die Gegentiberstellung des Farbeverhatens und der Farbeintensitét in bezug auf das Alters
der Petientinnen bel der Diagnosestellung bzw. Operation zeigte nur in der Gruppe 3

(5 bis 25% pogtive Zdlkerne) eine abweichende Tendenz. Wéahrend die geringere
Anférbarket fir MSH2- und MSH6-Antikorper eher bel jungeren Frauen auftrat, wiesenin
der MLH1- Fabung die dteren Patientinnen die geringere Intengtét auf.

Antikorper\Farbung Gruppel Gruppe2 Gruppe3 Gruppe4 Gruppe5 Gruppe6 Fixierungsprobleme

MLH1 65.27 0.0 70.33 63.53 63.39 66.26 65.44
MSH2 58.00 0.0 59.00 63.77 66.38 64.31 65.22
MSH6 60.57 0.0 61.33 63.95 65.52 66.67 62.5

4.7 Altersvertellung

Das mittlere Patientenater bel der Diagnosestellung in unserem Gesamtkollektiv war 64,1
Jahre mit einer Streuung von 36 bis 90 Jahre. Die Patientinnen mit hMLH1 defizitéren
Tumoren waren mit 65,3 Jahren durchschnittlich sogar dter. Die h(MSH2- und hMSH6-
negativen Karzinome wiesen ein mittleres Alter von jewells 58 und 58,8 Jahren auf.

Zwdlf Petientinnen in dem von uns untersuchten Kollektiv waren bel der Diagnosestdlung
unter 50 Jahre dt. Da die sich im jungeren Alter manifestierenden Karzinome in ihrer
Tumorgenese auf hereditére Faktoren verdéchtig sind, haben wir dieser Gruppe besondere
Aufmerksamkeit gewidmet.

Die Tumorvertelung in diesem Kollektiv lies 2 (16,7%) Leiomyosarkome, 1 (8,3%)
Chorionzedlkarzinom und 9 (75%) Endometriumkarzinome erkennen.

Von diesen 9 Tumoren waren 4 (44,4%) immunhistochemisch negativ. Es fanden Sch zwel
hMSH6-, eine hMLH1- und eine kombinierte hMSH2/hM SH6- Expressionsstérungen.
Eine watere Petientin (11,1%) wies familidre Tumorbelastung auf, wobel Sein der
Vorgeschichte ein Ovaridkarzinom hatte, was ein weiteres Indiz fir eine abnorme
Tumorgenese dargdlt. In diesem Fal kénnte aber auch ein durch exzessve
Hormonproduktion des Ovariakarzinoms induziertes Endometriumkarzinom diskutiert oder
dies zumindest as beglingtigender Faktor angesehen werden. Zusammengefadd warenin
diesem Kollektiv 55,6% der Patientinnen entweder durch das immunhistochemische
Férbeverhdten, die Familienanamnese und Vormdignome auffélig.
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48MLH1

Die hMLH1- negativen Endometriumkarzinome wiesen in nur zwei (14,3%) von 14 Félen
ene tumorbed astete Familienanamnese und jewellsin eénem Fal en Vormdignom, einen

Zwettumor und en Rezidiv auf.

49 MSH2/MSH6

Die mit hM SH2/hM SH6- defizitéaren Tumoren aufgefdlenen Petientinnen zeigten in zwe von
dre Fdlen en Rezidiv, von denen ens ein zwetes md rezidivierte,

Die dritte Petientin mit enem M SH2-M SH6 negativen Karzinom wurde mit vaginden
Blutungen auffdlig und it an einem Uteruspolyp operiert worden. Bel der histologischen
Beurteilung fand sich eén Endometriumkarzinom im Stadium pT1aNO MO. Ob Se bel der
Diagnose in einem fortgeschrittenerem Stadium ein Rezidiv entwickdt hétte, wére nattirlich
vom grof3en wissenschaftlichen Interesse.

Die Familienanamnesen waren unauffalig, es gab in der egenen Krankhetsgeschichte keine

Vormdignome oder Zweittumore.

410 MSH6

Die in den Karzinomen hM SH6- Express onsstérung aufwei senden Patientinnen waren in
jewels eénem Fal mit enem Vormaignom und einer familidren Tumoranamnese belagtet.
Von den vier immunhistochemisch negativen Tumoren in der Gruppe der unter funfzig Jahre
dten Patientinnen waren zwel hM SH6-defizitér und ein weiteres hMSH2 / hM SH6 negetives
Kazinom. Dieser grof3er Antell unterstreicht die besondere Bedeutung des hM SH6-Gens bel
den hereditédten Endometriumkarzinomen.



4.11 Rezidive

Betrachtet man die Rezidive in den Mismatch- Repair-suffizienten Endometriumkarzinomen,
so kommt man auf 17,2% (15 Fédle), im Vergleich dazu waren esin den immunhistochemisch
negativen Karzinomen 12% (3 Fédle, 2 davon hM SH2/hM SH6).

4.12 Familienanamnese

Die positive familidre Tumoranamnese lies sch in 12% der MMR- und in 14,9% der MMR+
Tumoren nachweisen. Mit Vormaignomen waren 8% der MMR- und 16,1% der MM R+
Karzinompatientinnen belastet, wobei Se tberwiegend Mamma- und Ovaridkarzinome
entwickelten. Bel den Zweittumoren zeigten die beiden Gruppen praktisch keine Unterschiede
mit 4% bel den RER- und 3,5% bei den RER+.

4.13 Andere Malignome

In unserem Kollektiv kamen aul3er den Endometriumkarzinomen jewells zwe Plattenepithel-
und Chorionzdlkarzinome sowie drei Leiomyosarkome vor. Zwel der drel Lelomyosarkome
rezidivierten, was fr diese Tumorentitét charakteristisch ist, eins davon zweimd. Eine der
zwe Petientinnen, die Plattenepithelkarzinome entwicket haben, zeigte eine familiare
Tumorbeastung und eine Patientin mit Chorionzdlkarzinom war mit positiver
Familientumoranamnese und einem Rezidiv aufgefdlen. Die Chorionzdlkarzinome sowie die
M attenepithelkarzinome zeigten eine regerechte Expression der untersuchten Missmatch
Repair-Enzyme. Erwdhnenswert ist ein hMLH1-negatives Leilomyosarkom, das bei einer
familienanamnegtisch unauffdligen Patientin im 55-gten Lebengahr aufgetreten und im

weteren Verlauf mit eénem Rezidiv behaftet war.
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4.14 X2-Test zur Rezidivhaufigkeit bei M SH2- negativen Tumoren

MSH2 MSH2 positiv | Summe
negativ
Tumormt |2 [048 |16 [17,52 |18
Rezidv 152 |481 |-152 |013
Tumor ohne |1 252 |94 92,48 |95
Rezidiv 152 (092 (152 |002
Summe 3 110 113

Beobachteter | Erwarteter
Wert Wert
Differenz X2-Wert

X?gesamt = 4.81+0,13+0,92+0,02 = 5,88

Der kritische X20,05;FG.1-Grenzwert betragt 3,84.

Damit Uberscheitet der Priffwert den Grenzwert und besttigt die Annahme, dal3

die MSH2- negative Tumoren datigtisch sgnifikant haufiger d's die M SH2-paositiven zu
Rezidiven neigen.

Ob es nur an der M SH2-Expressonsstorung liegt, oder das zusétzliche M SH6-Defizit
diese Storung bedingt, kann man anhand unseres Materias nur zum Tell beantworten.
Esliegt kein einziges Rezidiv be einer isolierten MSH6- Stérung und auch der MSH6/
MLH1-negative Tumor it unauffdlig.

Aus der Literatur |&% sich eindeutig eine bessere Prognose bel den HNPCC-Tumoren
feststelen. Uber eine Neigung zu Lokal rezidiven wurde nicht berichtet.
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5.0 Diskussion

5.1 Viele Tumore ohne Proteinexpression in unselektionierten

Endometriumkar zinomen

Die hohe Anzahl der immunhistochemisch negativen Tumoren in unserem Kollektiv it in

erder Linie auf die hMLH1- und hM SH6-defiziente Karzinome zurtickzuftihren. Die

Ursachen fUr eine Expressionsstérung konnen in zwel Gruppen eingeteilt werden, zum einen
sind es Mutationen, as genetischer Grund enes Enzymauddls, zum anderen

Genregul ationsstorungen, a's epigenetische Mechanismen. Das erste Mode stellt das
klassische HNPCC- Syndrom dar, wobel bei dem hMSH6- und hMSH2 Gen sich die
Verhdtnisse wegen der Dimerbildung etwas komplizierter gestaten und Schin
unterschiedlichen Phaénotypen manifestieren. Das zweite wird durch die Theorie der
Hypermethylierung vertreten und ist nicht nur auf das HNPCC- Syndrom begrenzt.

Dadie Immunhistochemie die Ursachen der Expressionsstérung nicht zu differenzieren
Vermag, kann der hohe Antell an hMLH1-negativen Tumoren im unsel ektionierten Kollektiv
dadurch erklart werden. Dies setzt aber voraus, dass dieser Mechanismus in der Tumorgenese
der nicht familidgren Endometriumkarzinome eine wichtige Rolle spielt.

Die viden hM SH6- Express onsstorungen deuten auf eine unterschéizte Haufigkeit der
Mutationen in der Bevolkerung hin. Der von dem klassischen HNPCC- Syndrom abweichende
Phénotyp erklé&rt, warum diese Patientinnen beim Screening auf familiar bedingte Karzinome
nicht erfasst werden.
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5.2 Die Bedeutung des hM SH6-Gens bei Endometriumkar zinomen

Waéhrend die Rolle des hM SH2-Gens bereits sait |angerer Zeit intendv untersucht wird, wurde
das hMSH6 eher stiefmiitterlich behanddt. Die aktuellen Publikationen brachten die
Erkenntnis, dal3 die Patientinnen mit M SH6-M utationen eine Rethe Besonderheiten
aufweisen. So it die Manifestation der Tumore im Gegensatz zu den klassischen HNPCC
Fédlen eher im fortgeschrittenen Alter, die niedrige Penetranz und die geringe (weniger ds
30% der untersuchten Loci) Mikrosatel liteningtabilitét fir mononukleotide Sequenzen snd
weitere Charakteristika dieser Mutationen (Wu et a, Association of Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer-Reated Tumors Displaying Low Mikrosatdlite Ingtability with MSH6
Germline Mutations, American Journa of Human Genetics, Vol. 65, 1999, 1291-98) .
Weiterhin kommen diese Karzinome héufiger in den sogenannten HNPCC-like Familien ds
in denen mit erflillten Amgterdam:Kriterien vor. Diesist die unmittel bare Folge aus dem oben
Aufgefuhrten, denn die niedrige Penetranz kann sowohl die Generationsfolge wie auch das
Auftreten der Erkrankung bel Verwandten ersten Grades negativ beeinfliissen. An dem
verhdtnisamddg hohen Alter dieser Petienten ba der Diagnosestellung scheitert die zwelte
Voraussetzung fir die Amsterdamer Kriterien. In der Studie von Wijnen et d. an einem
grofen Kollektiv von 214 Familien mit familidren kolorektaen Karzinomen ohne
Mutationsnachweisim hMLH1- und hM SH2- Screening konnte bei 10 Familien eine hMSH6-
Kembahnmutation festgestel It werden. In diesen Familien erkrankten 73% der
Anlagetragerinnen an einem Endometriumkarzinom. Im Vergleich dazu lag die
Erkrankungsrate in vergleichbarer Serie mit hMSH2- und hMLH1-Mutetionen bei 29 bzw.
31%.

Das rdativ hohe mittlere Alter bei Patienten mit hM SH6-M utationen bei Diagnosestellung
konnte experimentell bestétigt werden. Man hat hM SH2- defiziente Mause im Tumorspektrum
und dem Manifestationsalter mit hIMSH3-/- hM SH6-/-Knockout- und hM SH6-negativen
Mausen verglichen. Erwartungsgemél lies sich bel den Méusen in den hMSH3-/- hMSH6-/-
und hM SH2-/- Knockout Gruppen ene friihzeitige Tumorentwicklung feststdllen, daessich
in den beiden Gruppen um einen kompletten Ausfal der hM SH2/hM SH3 und
hMSH2/hM SH6 Dimere handdte. Die Tumore bel den hMSH6-/- Tieren manifestierten erst
im hoherem Lebensdter, was offenschtlich an dem intakten hM SH2/hM SH3-Komplex liegt
(de Wind et a, HNPCC-like cancer predigposition in mice through Smultaneous loss of
MSH3 and M SH6 mismatch-repair proteon functions, Nature Genetics, Vol. 23, November
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1999, 359-363, und Ededmann et d, The DNA Mismatch Repair Genes MSH3 and MSH6
Cooperate in Intestinal Tumor Supression, Cancer Research, Vol 60, February 15, 2000,
803-07).

Der Antell der Mutationen in unserem Kollektiv der unter flinfzig Jahre dten Patientinnen
unterstreicht die Bedeutung des hM SH6-Gensim Rahmen der HNPCC- bedingten
Endometriumkarzinomen. So war ein Drittel (3 von 9) der Tumoren immunhistochemisch
hM SH6-negtiv.

5.3hMLH1 und das Hyper methylierungsmodell

Eswurde Uber hohe Kordlation der Expressonsstorung des hMLH1-Gens mit
Mikrosatelliteningtabilitét, indbesondere wenn Sein zwel oder mehr Regionen nachwei shar
war, und Hypermethylierung des Genpromotors berichtet. Die Studie bezog sch auf dieim
Rahmen einer chronischen entziindlichen Erkrankung entstandenen Kolonkarzinome.
(Heisher et d. Mikrosatelite Ingtability in Inflammeatory Bowe Desease-associated
Neoplagtic Lesions |Is Associated with Hypermethylation and Diminished Expression of the
DNA Mismatch Repar Gene, hMLH1, Cancer Research 60, 4864-4868, September 1, 2000)
Die Pathogenese unterscheidet sich zweifelsohne von der des HNPCC-Syndroms, der
Zusammenhang zwischen Abnahme der Expressionsprodukte des MLH1-Gens, der
Mikrosatelliteninstabilitét und Hypermethylierung im Bereich der Promotorregion ist s
Modédll jedoch sehr interessant.

Die neueren Studien haben Expressionsstérungen der Mismatch- Repair- Gene bel
Methylierung der Cytosnmolekiile in der C-5 Pogtion gezeigt. Da sich die methylierten
Basen mastensin den an CpG — Sequenzen reichen Pdindromsequenzen und diese ihrersaits
in den meisten Genen Uberwiegend in den Promotorregionen liegen, kommt es zu
Andockstérungen von Transkriptionsfaktoren (RNA-Polymerase) und somit zum Ausfdl des
Allds. Veranderungen im Methylierungsstatusist einer der Genregulationsmechanismen zur
Aktivierung bzw. Desktivierung der einzelnen Gene im Laufe der normaen Entwicklung.
Eswurde Uber Expressionsstérungen durch die Methylierung in der Promotorregion des
hMLH1-Gens be sporadischen kolorektaen Karzinomen, die Mikrosatelliteninstabilitét
zeigten, berichtet. In diesem Koallektiv konnte bel 85% der Karzinome diese Stérung
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fand sich keine Korreation zum hM SH2-Gen.
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Vorgdlbar ig jetzt auch ein Audfdl des zweiten Allels bel einer angeborenen Stérung des
ersten nicht nur durch eine weitere Mutation, sondern auch durch die Promotormethylierung.
Das Hypermethylierungsmode der Promotorregionen von Missmatch- Repair- Genen scheint
sowohl theoretischen ds auch experimentellen Anforderungen sandzuhdten. Es [&% aber
auch vide Fragen offen beziehungsweise gelt uns vor einige neue Probleme. Als erster
epigenetischer Faktor auf diesem Gebiet stellt sich die Frage der Vererbbarkeit dlgemein,
aber auch das Weiterreichen dieser Eigenschaft von der einen Zdlle auf ihre Tochterzellen auf
einem anderen Weg scheint mit einigen Problemen enherzugehen. So mul3 man sich fragen,
ob der Methylierungszustand einen Einfluf3 nicht nur auf die Transskription der Gene hdt,
sondern auch die DNA-Duplikation negetiv beanfluld. Das scheint nicht der Fall zu sain,
song wére keine Zdlteilung und somit kein Tumorwachstum bel dieser Genese maglich.
Wenn die Hypermethylierung aber kein Hindernis zum Andocken, Ablesen und Replizieren
dargdlt und die Zdltellung attfindet, wie wird dieses Merkmd auf die Tochterzellen
weitergegeben? Man kdnnte sich vorgtelen, dal? der Methylierungszustand der Matrix Uber
die Mitose betbehdten wird. Wie erklat man sich dann den Funktionsausfall der
neusynthetiserten Genen. Es gébe dazwel M églichkeiten. Einersaits konnten die
neusynthetiserten Gene noch vor der Teillung methyliert werden. Es wiirde dann aber heil3en,
dal3 die Enzyme bereits in diesem Stadium der Entwicklung ausfalen wiirden, wasim
Gegensatz zu dem spéten Manifedtationsater seht. Anderersaitsist auch die Methylierung
der Promotorregionen in der Tochterzelle selbst denkbar. In beiden Fllen it vor einer
gedtorten Demethylierung in der Zdle auszugehen, die dann ihrersaits genetisch (und nicht
wie die Hypermethylierung epigenetisch) bedingt und damit wiederum vererbbar ist. Der
Mechanismus der Hypermethylierung ist aber auch bel der normaen Zdltellung und
Differenzierung ds physologischer Regulationsmechanismus bekannt. Wie das sdlektive
Genab- und anschdten funktioniert it weitgehend unbekannt.

Die Richtigkeit der Methylierungstheorie konnte experimentd| an Zelkulturen durch die
Wirksamkeit von 5-aza- C (5-aza-2"-deoxycytidin, ein Inhibitor der DNA- Methyltransferase),
der zur Demethylierung der Promotorregion und zur regelrechten Expression der Missmatch
Repair-Gene fuhrte, bewiesen werden.

Man hat diesdbe Idee auch im Tierversuch verwirklicht und die Substanz den firr die DNA-
Methyltransferase heterozygoten Mé&usen gpplitiert. Daraufhin konnte ein deutlicher
Ruickgang der Polypenanzahl im Dickdarm festgestelIt werden.
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Esist aber natlirlich so, dal3 bel diesem Versuchsaufbau ene vallig unsdektive
Demethylierung des ganzen genetischen Materids Sattfindet, so dal? dieses Ergebnis auch auf
die Demethylierung der andere Gene zurlickgefurt werden konnte.

Das hohe mittlere Alter der Patientinnen in unserer Studie mit den in der hMLH1
immunhistochemischen Féarbung negativen Tumoren kdnnte as ein welteres Indiz fir eine
epigenetische Storung sein.

Leider gibt es keine Berichte Uber das Verhaten des hM SH6-Gens in diesem Kontext.

5.4 hM SH2 und das Dimermodell

Das hervorstechendste Merkmd dieser Gruppe ist in unserem Materia natUrlich die
Rezidivnegung. Die zwa hMSH2-/hM SH6- Petientinnen entwickelten im postoperativen
Verlauf Rezidive. Die dritte Petientin mit énem M SH2-M SH6 negativen Tumor wurde mit
vaginden Blutungen aufféllig und ist an einem Gebarmutterpolyp operiert worden. Bel der
histologischen Beurteilung fand sch ein Endometriumkarzinom im Stadium pT1aNO MO. Ob
Sebe der Diagnose in enem fortgeschrittenerem Stadium ein Rezidiv entwickelt hétte, wére
nettrlich vom grof3en wissenschaftlichen Interesse.

Ob es nur an der M SH2-Expressonsstérung liegt, oder ob das zusétzliche M SH6-Defizit
diese Storung bedingt, kann man anhand unseres Materias nur zum Teil beantworten.
Saitdem die MSH2-M SH6 und M SH2-M SH3 Heterodimere beschrieben und Moddle zu ihrer
Funktion in der Mismatch Repair-Kaskade ausgearbeitet wurden, interessieren sch immer
mehr Forscher fr die Bedeutung der einzelnen Gene, die Ausféle und ihre klinischen Folgen.
Die Expressionsprodukte der MSH2 und M SH6 Gene bilden entsprechend dem bakteriellen
MutSa pha einen Komplex, der eine grof3e Ralle in der Erkennung der DNA-Mismatches und
der Initialiserung der Reparaturprozesse spielt (( Jrichny J. EMBO 1998; 17;6427-36 und Nat
Genet 2000; 24; 6-9). Besonders senditiv reagiert dieses System auf Basenfehlpaarungen,
Déeetionen und Insertionen. Aulferdem kommit es zur Bildung eines Heterodimers zwischen
MSH2 und MSHS3, der ds Homolog zum bakteriellen MutSbeta zu verstehen ist und
Uberwiegend die Reparatur von Frameshift-Mutationen enleitet.

Ein Auddl desMSH2-Gensist vid schwerwiegender as der isolierte MSH6 oder

MSHS3 Defizit, weil dann beide Komplexe wirkungdos snd und die Zdlle Frameshift- und
Missense-Mutationen in einer hohen Anzahl akkumuliert .
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Die Funktion des M SH2-M SH6-Komplexes insbesondere im Bereich der Reparatur von
Insertionen und Deletionen kann bel einer Stérung vom M SH2-M SH3-Dimer zum Tell
Ubernommen werden. Die dabei nicht abgedeckten Missense-Mutationen reichern sich aber
weliterhin an. Diese Mechanismen haben eine unmittelbare Auswirkung auf das

Mikrosatel liteningtabilitétsverhaten der beiden Genotypen. Wéahrend die hM SH2-Mutationen
meistens zu einer ausgepragten Mikrosatdl liteningtabilitét (MSI-high) fhren, verursacht ein
hM SH6- Defizit oft eine geringe MSI (M SI-low) in den langen Mononuklectidsequenzen, die
sch haufig nur mittels PCR- Amplifikation der Mononukl eotidrepestmarker erfassen 183,
Auch das Dimermodd| erklart das Phanomen der Rezidivneigung in unserer Studie in keiner
Weise, weil beim Auddl der hMSH2- Komponente das Heterodimer bereitsinaktiv ist und
eine weltere Funktiongbea ntrachtigung nicht denkbar wére, es sai denn der hMSH6-Protein
hat weitere vom Heterodimer unabhéngige Aufgaben.

Esliegt kein eénziges Rezidiv bal isolierter MSH6-St6rung in unseren Daten vor und auch der
MSH6- und MLH1-negative Tumor ist unauffalig.

Ausder Literatur 1&% sch eindeutig eine bessere Prognose bel den HNPCC- Tumoren
feststdlen. Dies konnte die begletende lymphozytare Infiltration zum Teil erkl&ren. Erstens
ist eine rein physische Wirkung denkbar: die Groflienzunahme durch die entziindliche
Komponente und somit von vornherein  Uberschétzte Tumorgroiie mit der daraus folgenden
aggressiveren Operationsplanung und Resektion. Zweitens konnten die viden Lymphozyten
Zeachen einer durch den Tumor induzierten Immunresktion sein. Wobe auch dielokae
Begrenzung des Tumors durch eine Metastasenhemmung in diesem Zusammenhang denkbar
wére. Uber eine Neigung zu Loka rezidiven wurde nicht berichtet.

Uber diein unserem Materia aufgetretene ausgepragte Rezidivneigung bei kombinierter

hM SH2/hM SH6-St6rung konnten leider keine Berichte in der Literatur gefunden werden.



5.5 Die Immunhistochemie als Screeningmethode

Aus mehreren Studien , die mit dem gleichen Materid  die immunhistochemische Farbung
und die Mikrosatelliteninstabilitétsanalyse durchgeftihrt haben, geht hervor, dal3 dle Tumore
mit einer Expressonsstérung eines der Missmatch- Repair-Enzyme auch Mikrosatdliten
ingtabilitét zeigten. Daraus |8 sich ableten, dal3 die Kordlation der Immunhistochemie mit
MSI-Andyse eine sehr gute Spezifitét zeigt. Die Sengtivité hangt dagegen von der Anzahl
der getesteten Antikorper ab und betrégt bei Endometriumkarzinomen etwa 70 %, wenn die
Expression der hMLH1 und hM SH2 Enzyme untersucht worden ist. Durch das Hinzufligen
der aus vorangegangenen Ausftihrungen zweifellos wichtigen hM SH6- Analyse kann man
diese Zahl scherlich anheben und dann diese Drelerkombination as klinisches
Screeningverfahren anwenden.

In der Studie von Park et a. wurden 62 Endometriumtumore untersucht , bel 21 Karzinomen
konnte Mikrosatelliteningtabilitét nachgewiesen werden. Von diesen 21 waren in der
Immunhistochemie 12 hMLH1 negativ und weitere 4 zeigten hM SH2- Defizit, das machte
zusammen 76.2% aus. Funf restliche Tumore wiesen regdrechte Expression der beiden
MMR-Enzyme auf. Leider wurde keine hM SH6- Farbung durchgefiihrt. Kein einziges
mikrosatdlitenstabiles Karzinom war immunhistochemisch negativ.

Es gibt interessante Berichte Uber das relative Risko ba einer hM SH2 beziehungsweise
hMLH1 Mutation eine besimmte Tumorart zu entwickeln. So lag zum Belspid das Risko fir
ein Endometriumkarzinom bel einer hM SH2 Mutation bel 62% im Gegensatz zu 42% bel
hMLH1 (Vasen et d, Cancer Risk in Families with Hereditary Nonpolyposs Colorectd
Cancer Diagnosed by Mutation Andysis, Gastroenterology, Vol. 110, 1996, 1020-27). Unsere
Daten stehen auf den ersten Blick im absoluten Widerspruch dazu. Wenn man jedoch die
Hypermethylierungstheorie berlicksichtigt, dann kann dieser Widerspruch auf die,, Blindheit
der Immunhistochemie in Bezug auf die Ursache der Expressionsstérung zurtickgeftinrt

werden.
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5.6 Managementbesonder heiten bel den HNPCC-Patientinnen

Im Gegensatz zu Colon und Magen ist die Geb&rmutter den endoskopischen
Untersuchungsverfahren nicht zuganglich, was die Frage nach einer effektiven
Screeningmethode aufwirft, die sich fir Prévention, Diagnostik und zugleich fur die
Nachuntersuchungen eignet. Der transabdominae und intravaginde Ultraschal erlaubt zwar
die Beurtellung der Morphologie der Organe und Lymphknoten in Beckenbereich, verfligt
aber nicht Uber die Moglichkeit der Endoskopie, die Strukturen visudl zu beurtellen und die
sugpekten Stellen gezidt zu biopsieren. Um Gewebeproben zu entnehmen, bedarf es einer
fraktionierten Abraso. Da diese Methode invasv und nicht unbegrenzt oft durchfUhrber i<,
bleibt se eher der diagnostischen Abklérung vorbehaten. Wegen dem hohen Risiko einer
Mutationgtrégerin im Laufe ihres Lebens eén Endometriumkarzinom zu entwickeln, sollte bel
einem bereits aufgetretenen Kolonkarzinom im gleichen Eingriff die Hysterektomie und die
bilaterde Sdlpingo- Oophorektomie vorgenommen werden (Lynch H.T., Smyrk T., Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer, Cancer, Sept 15, 1996, Vol 78 , Num 6, 1149-64).

Die prophylaktische Hysterektomie konnte sich noch nicht etablieren, es fehlen noch die
Landzeitergebnisse, um den therapeuti schen Benefit dieser Methode abzuschétzen. Daessich
um ein Reproduktionsorgan handdt, bedarf es einer besonderen Feinfihligkelt bel der
Petientenaufkldrung und gegebenenfals Festlegung des Zeitpunktes des operativen Eingriffs
in bezug auf den Kinderwunsch. Nach Abschlul? der Familienplanung kann dann die eektive
Hysterektomie und die bilaterde S pingo- Oophorektomie erfolgen mit anschliel¥ender
sorgfdtigen histologischen Beurtellung des Préparates.

Um den in unserer Zeit tblichen Klenfamilien und der hohen Mobilité der Bevolkerung mit
dem daraus folgenden Scheitern an den Amsterdamer Kriterien Rechnung zu tragen, wurde
der Begriff der HNPCC-like Familien gepragt. Fihrt man in diesem Petientengut eine
Mutationssuche durch, so 18% sich nur in 8% bis 30% der Fdle eine Stérung nachwe sen.
Da eine tumorpostive Familienanamnese Sch in nur 12% dler in den Farbungen negativen
Tumoren nachweisen lies und eine Neumutation im Gegensatz zu FAP en sdtenes Ereignis
dargtdlt, liegt die Vermutung nahe, es handde sich entweder um die Methylierung in der

Promotorregion oder um weltere uns noch unbekannte Gene.
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5.7 Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse zeigen etwa den gleichen Antell an den Expressionsstérungen fur hMLH1
und hMSH6 bei den sporadischen Endometriumkarzinomen mit jewells 11,7% und 10%,
wahrend die hM SH2- defizitéren Tumoren nur 2,5% des Gesamtkollektivs ausmachten.
AulRerdem wiesen dle hM SH2- negative Karzinome gleichzaitig auch hM SH6- Stérungen auf.
Ob es sch um echte Mutationen oder um die Methylierung in der Promoterregion handdlt,
muf3 mittels Gensequenzierung noch untersucht werden. An dieser Stelleist ein Hinwels
angebracht.

Auch be klinisch eindeutigen HNPCC- Familien blelbt die Mutationssuche haufig erfolgdos.
Den unterschiedlichen Studien nach sind Mutationen bel den die Amsterdamer Kriterien
erflllenden Familien in 45% bis 86% der Félle nachwei sbar. Mestens wurden die Petienten
nur fir hAMLH2 und hM SH2 getestet, beim Zufligen des PMS1- und PMS2-

Screenings erreicht man jedoch bel etwa 70% der Betroffenen einen Mutationsnachwels.
Durch hM SH6- Screening, insbesondere bel weiblichen Familienmitgliedern, it dieser Antell
scherlich noch zu geigern.

Diese Ergebnisse untergtreichen noch md die hohe Aussagekraft der Immunhistochemie ds
Screeningmethode beim Verdacht auf HNPCC-induzierte Endometriumkarzinome.

Dain unserer Gruppe der unter finfzigjahrigen Patientinnen 44,4% der Tumoren
immunhistochemisch negativ waren, it aus unserer Sicht eine systematische routinemédge
Expressionsanayse in diesem Hochriskokollektiv neben ausfiihrlicher Familienanamnese auf
jeden Fall empfehlenswert.



6.0 Auswertungsschliissd

1. Patho-Nr.

2. Name

3. Vorname

4. Geburtsdatum

5. Datum der stationaren Aufnahme

6. Menopausenstatus: 1. keine Information
2. pramenopausal
3. postmenopausal
7. Familidre Belastung: 1. keine Information

2. keine familiére Belastung
3. Mamma-Ca

4. Endometrium-Ca

5. Zervix-Ca

6. Ovarid-Ca

7 .anderes Ca

8. Hyperplasien: 1. keine Information
2. keine Hyperplasie
3. adenomatdse Hyperplasiel
4. adenomatose Hyperplasie |l
5. adenomattse Hyperplasie lll
6. gland.- zystische Hyperplasie



9. Vormalignome:

10. Hormontherapie:

11. OP1I:

12. Patho-Nr.

13. OP-Datum

1. keine Information
2. keine Vormdignome
3. Mamma-Ca
4. Zervix-Ca
5. Ovarid-Ca

6. anderesCa

1. keine Information

2. keine Hormontherapie
3. Ovulationshemmer

4. Gestagene

5. Oestrogensubgtitution
6. Tamoxifen

7. Aromatasehemmer

8 .GnRH-Andoga

9. andere Hormontherapie

1. keine Information

2. keine OP

3. fraktionierte Abraso/HSK

4. TAH/BSO

5. THO/BSO/iliak. LK

6. THO/BSO/paraaort. LK

7. TAH/BSO/iliak. und paraaort. LK
8. nur iliak. LK

9. nur paraaort.LK



14. Histotyp: 1. keine Information

2. Norma gewebe
3. endometriales Ca
4. adenom. Hyperplasie
5. adenom. Hyperplasell
6. adenom. Hyperplasie 11
7. glandul&res Adeno-Ca
8. glandul&r-papilares Adeno-Ca
9. sekretor. Adeno-Ca
10. solides Adeno-Ca
11. Adeno-Camit Plattenepithe-Metaplasie
12. Adenokankroid
13. Adenosquaméses Ca
14. klarzdlliges Adeno-Ca
15. serfs-pap. Adeno-Ca
16. Plattenepithel-Ca
17. Sarkom
18. Chorion-Ca

15. OP 11: 1. keine Information
2. keine OP
3. fraktionierte Abraso/HSK
4. TAH/BSO
5. THO/BSOYiliak. LK
6. THO/BSO/paraaort. LK
7. TAH/BSO/iliak. und parazort. LK
8. nurilisk. LK

9. nur paraaort.LK



16. Patho-Nr.

17. OP-Datum

18. Histotyp:

19. Lymphknotenstatus:

1. keine Information
2. Normagewebe
3. endometrides Ca
4. adenom. Hyperplasiel
5. adenom. Hyperplasell
6. adenom. Hyperplasie 11
7. glanduléres Adeno-Ca
8. glandul&r-papilares Adeno-Ca
9. sekretor. Adeno-Ca
10. solides Adeno-Ca
11. Adeno-Camit Plattenepithe-Metaplasie
12. Adenokankroid
13. Adenosguaméses Ca
14. klarzdlliges Adeno-Ca
15. serfs-pap. Adeno-Ca
16. Pattenepithd-Ca
17. Sarkom
18. Chorion-Ca

1. keine Information

2. kein Befdl

3.iligkder LK-Befdl

4. paraaortaler LK -Befdl

5. iliakaler und paraaortder LK -Befdl
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20. FIGO

21. Grading:

22. pT:

23. pN:

1. keine Information

2.1A
3.1B
4.1C
S ITA
6.11 B
7001 A
8.111B
9.11C

10. IV A
11.1V B

1. keine Information
2.Grad 1
3. Grad 2
4. Grad 3

1. keine Information
2.pT1
3.pT2
4.pT 3
5pT4

1. keine Information
2. pNO

3. pN1

4. pN2

5. nicht operiert
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24. pM: 1. keine Information

2. pMO
3. pM1

25. Fernmetastasen: 1. keine Information

2. keine Metastasen

3. Hautmetastasen

4. Skelettmetastasen

5. Lungen-/Pleurametastasen

6. Mammametastasen

7. ZNS-Metastasen

8. Ovar-Metastasen

9. Peritoneal metastasen
10. Magen-Darm-Metastasen
11. Sonstige Metastasen

28. Adjuvante Therapie: 1. keine Information
2. keine adjuvante Thergpie
3. Radiaio
4. Hormontherapie
5. Chemotherapie

32. Rezidiv-Lokalisation: 1. keine Informeation
2. kein Rezidiv
3. Becken/Uterus
4. ing./paraaort. LK
5. Skelett
6. ZNS
7. Ovar
8. Peritoneum



33. Rezidiv-Therapie;

37.Endstatus:

38. Follow-up in Monaten

39. Rezeptorstatus fur ER/PR:

40. (MLH1

9. Leber

10.

11.

12.

1

GIT
Lokd: Vagina
Songtiges

keine Information

2. keine Thergpie

3
4
5

7
8.
9

O N o a bk~ w DN P

A w N P

1

. OP

. Radidio
. Chemotherapie
6.

OP und Radiatio
. OP und Chemothergpie
Radiatio und Chenotheragpie

. andere Therapien

keine Information

Log to follow-up
Vollremission

Rezidiv

verstorben an diesem Ca
verstorben an anderer Ursache
verstorben an anderem Ca
Zweittumor entwickelt, lebend

negativ

. positiv<20%+
. positiv>20%++
. keine Information, da Gewebe

abgeschwommen

0. negativ
0-5 % poditiver Zdlen
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41. (MSH2

42. (MSH6

2. 5-25% positiver Zellen
3. 25-50% pogtiver Zdlen
4. 50-75% positiver Zellen
5. 75-100% podtiver Zellen

0. negativ
1. 0-5% podtiver Zdlen
2. 5-25% positiver Zdlen
3. 25-50% positiver Zdlen
4. 50-75% pogitiver Zellen
5. 75-100% positiver Zdlen

0. negativ
1. 0-5% postiver Zdlen
2. 5-25% poditiver Zdlen
3. 25-50% pogtiver Zdlen
4. 50-75% positiver Zellen
5. 75-100% podtiver Zellen
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Die Expressionsanayse
der Mismatch-Repair-Enzyme hMLH1, hM SH2 und hM SH6
IN unsel ektionierten Endometriumkarzinomen

Abstract

HNPCC (Hereditares Nicht-Polypdses Kol orekta es Syndrom): Das Syndrom der defekten
Mismatch Reparatur-Gene hMLH1, hMSH2 und hM SH6.

Die Erstbeschreibung des Syndroms geht auf Aldred Warthin zuriick, der im Jehr 1895 die
Familie G* mit auffdlender Haufung an Magen-, Colon und Endometrium-

karzinomen beschrieb. Im Rahmen des HNPCC- Syndroms kommen die
Endometriumkarzinome bei etwa 10% dler Betroffenen vor und treten bel weiblichen
Petienten in 20-30% der Falle auf, was Se nach kolorektalen Karzinomen zur
zweithaufigsten Tumorentitét bel diesem familigren Leiden werden 183, Bel nachgewiesener
hM SH6-Mutation entwickeln 70% der Petientinnen ein Endometriumkarzinom.

Unsere Ergebnisse zeigen etwa den gleichen Antell an den Expressionsstérungen fir hMLH1
und hMSH6 bel den sporadischen Endometriumkarzinomen mit jewells 11,7% und 10%,
wahrend die hM SH2- defizitdren Tumoren nur 2,5% des Gesamikollektivs ausmachten.
Aulerdem wiesen ale hM SH2- negative Karzinome gleichzeitig auch hM SH6- Stérungen auf.
Den unterschiedlichen Studien nach sind Mutationen bel den die Amsterdamer Kriterien
erfillenden Familien in 45% bis 86% der Fale nachweisbar. Me stens wurden die Petienten
nur fir hAMLH21 und hM SH2 getestet, beim Zufligen des PMS1- und PM S2-

Screenings erreicht man jedoch bel etwa 70% der Betroffenen einen Mutationsnachwels.
Durch hM SH6- Screening it dieser Antell Scherlich noch zu seigern.

Diese Ergebnisse unterstreichen noch md die hohe Aussagekraft der Immunhistochemie ds
Screeningmethode beim Verdacht auf HNPCC-induzierte Endometriumkarzinome.

Dain unserer Gruppe der unter finfzigjahrigen Petientinnen 44,4% der Tumoren
immunhistochemisch negativ waren und Screening fur Uterusmaignome noch nicht
ausgereiftand, ist aus unserer Sicht eine systematische routineméldge Expressonsandysein
diesem Hochriskokollektiv neben ausfihrlicher Familienanamnese auf jeden Fall
empfehlenswert.
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