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Der Stellenwert der Immunhistochemie und Mikrosatelitenanalyse
als Prescreeningverfahren zur Identifikation von Muationen bei

Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC)
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1 Einleitung

1.1 Das Krankheitshild und die Bedeutung der Mutationssche fir den

Patienten

HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancet) das haufigste, heute
bekannte Karzinompradispositionssyndrom (1). Bé&trad Patienten entwickeln
vermehrt  kolorektale  Karzinome aber auch Endommiarzinome,
Ovarialkarzinome, Dinndarmkarzinome und Urothelkemme u. a. Das
Erkrankungsalter liegt ca. 20 Jahre niedriger as €lr die organspezifischen
sporadischen Karzinome. Kennzeichnend fir das ®ymdst die Multiplizitat der
Karzinome (2, 3). Die Allelfrequenz wird zwischer2@0 und 1:2000 geschétzt. Die
Vererbung folgt einem autosomal dominanten Veregburuster. Man geht von

einer Penetranz von ca. 70% bei Mutationstragesn(4u

Um die molekulare Grundlage von HNPCC identifizrereu kénnen, waren die
klinisch-basierten sogenannten ,Amsterdamer-Keteri die erstmals 1991
vorgeschlagen wurden (Amsterdam-Kriterien 1) selfreich. Diese von der ICG-
HNPCC (International Collaborative Group for HNPCCjormulierten
Einschlusskriterien definieren, dass drei Familiggheder mit einem kolorektalen
Karzinom betroffen sein mussen, einer dieser dressnmit den beiden anderen
erstgradig verwandt sein, sie missen aus mindegte@as Generationen stammen
und einer der drei muss bei Diagnosestellung juateb0 Jahre alt sein. AuRerdem
sollte eine familiare adenomatbse Polyposis (FAlRgaschlossen sein (5). Eine
klinisch sinnvolle Erweiterung der Kriterien erftdg als auch neben den
kolorektalen Karzinomen Endometriumkarzinome, Diarntkarzinome und
Urothelkarzinome in die Definition mit eingeschlessvurden (6, 7).

1997/ 2002 wurden in Erganzung zu den Amsterdamigerien die sogenannten
Bethesda-Kriterien formuliert (8). Sie definiertBatienten, die ein erhdhtes Risiko
haben, an einem Karzinom auf dem Boden eines MdmReparatur Defektes zu
leiden, ohne zwangslaufig aus einer ,Amsterdamerfiie zu stammen. Somit
stellten die Bethesda-Kriterien die Basis dar fir Erkennen der Tumore, die
entsprechend auf eine Mikrosatelliteninstabilitdtteusucht werden sollten: 1.
Kolorektale Karzinome von Patienten, die bei Diegggtiellung junger als 50 Jahre

sind. 2. Bei Vorkommen von synchronen oder metawmdolorektalen Karzinome



oder anderen HNPCC assoziierten Karzinomen unalipdragn Lebensalter des
Patienten. 3. Kolorektale Karzinome mit histologse Merkmalen (Préasenz von
tumor-infiltrierenden  Lymphozyten,  Crohn-ahnliche ynmphozytenreaktion,
muzindse/ Siegelring-differenzierung, medullares ciaumsmuster), die flr
mikrosatelliteninstabile Tumore typisch sind, uret &atient jinger als 60 Jahre ist.
4. Kolorektale Karzinome bei Patienten, wenn sigeeioder mehrere erstgradig
Verwandte haben, die auch einem kolorektalen Kaminoder einem anderen
HNPCC assoziierten Karzinom erkrankt sind und edegrBetroffenen jinger als 50
Jahre ist. 5. Kolorektale Karzinome bei Patient@enn sie einen oder mehrere
erstgradig Verwandte haben, die auch einem KkolalektKarzinom oder einem
anderen HNPCC assoziierten Karzinom erkrankt sindphangig vom Alter.

Seit einigen Jahren weild man, dass zumindest beimeiGrof3teil der HNPCC-
Familien ein Defekt im Mismatch Reparatur Systein die Karzinomhaufung
ursachlich verantwortlich ist. Wahrend bei den Heid Proteine bekannt sind, die
in diesem komplizierten System zusammenspielemtkaan beim Menschen heute
6 Gene, die bei pathogenen genetischen AlteratianeRINPCC fihren: hMSH2,
hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH6, hMLH3. Bislang wurder theisten Mutationen
in den Genen hMSH2 und hMLH1 identifiziert. In &% aller Familien, die den
Amsterdamer Kriterien gentugten, hat man MutationehMSH2- und hMLH1-Gen
gefunden (9-12). In der jlingeren Vergangenheit haan zunehmend
krankheitsrelevante Mutationen in hMSH6, PMS undSi\3 identifiziert (13).
Offensichtlich unterscheidet sich der Phanotypeati€amilien, so dass nicht so sehr
die klinischen Merkmale, sondern vor allem die Ddisdbrung der
Immunhistochemie als Prescreening-Verfahren maliddeblazu beitragen konnte,
diese Familien durch den entsprechenden Proteustert identifizieren (14, 15, 16,
17).

Seit der Entdeckung der am Mismatch-ReparatureBystbeteiligten Gene kénnen
krankheitsverursachende genetische Alterationemtifdeert werden. Der Nachweis
einer krankheitsverursachenden Mutation spieltdigse Indexperson einer Familie
fur die Risikoeinschatzung fur weitere Karzinomeankeso entscheidende Rolle,
denn auch ohne Nachweis einer Mutation wirde marningsnte

Vorsorgeempfehlungen formulieren im Sinne einersdoge und Friherkennung.

Allerdings spielt die Tatsache eines Mutationsnagbkes fur die genetisch



verwandten Personen eine entscheidende Rolle. Wéilthe auf den Stammbaum
basierende Risikoanalyse fur Verwandte ersten Grane50%:-iges Risiko bedeutet,
die Veranlagung geerbt zu haben, kann bei Kenmdeis genauen Mutation der
Familie flr jeden Verwandten sicher vorhergesagtdem, ob dieses Risiko 100%
oder O betragt. Es ist also eine sichere pradiktiaéekulargenetische Untersuchung
mit den weitreichenden Konsequenzen fir die eizdhferson moglich. Beim
Nachweis der krankheitsverursachenden Mutation Virddie Risikoperson das
vermutete erhohte Erkrankungsrisiko zur Gewissheitl die Motivation zur
Wahrnehmung der Vorsorgeuntersuchungen kann (ltbéienerhdoht werden. Falls
die Mutation bei der Risikoperson nicht nachgewneseird, unterliegt diese
Risikoperson nur dem durchschnittlichen Risiko Nermalbevélkerung, an einem

kolorektalen oder anderem HNPCC-assoziierten Karaiau erkranken (18, 19).

Viele Aspekte von HNPCC sind bis heute ungeklastbeibt weiter herauszufinden,
ob es eine Genotyp-/Phanotyp-Korrelation zwischean dunterschiedlichen
Mutationen, den unterschiedlichen Genorten und utgarschiedlichen Phéanotypen
der Erkrankung gibt. Diese Frage ist sicherlich durch die Analyse einer grof3en

Patientenzahl zu klaren.

Die Mutationsanalyse ist sehr zeit- und kostenantihgg Goldstandard der
Mutationsanalyse ist die Sequenzierung von gDNAnulasie die Basenabfolge der
verschiedenen Gene sichtbar macht. Es missen direEder Gene einzeln oder
manche Exone sogar in mehreren Teilabschnittenitigat (16 Exone fur hMSH2
und 19 Exone fur hMLH1 und 10 Exone fur hMSHG6) wedjuenziert werden.
Klinische Kriterien wie zum Beispiel die AmsterdamKriterien treffen eine
Vorauswahl und selektionieren die Patienten, fie dine Mutationsanalyse
empfohlen wird. Weitere Prescreening-Verfahren wamginschenswert, vor allem
unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass basiemahdlen Amsterdam-Kriterien
eine Mutationsdetektionsrate von nur ca. 50% dntewird. Unter den heute
verwendeten Prescreening-Verfahren unterscheidetawechen denjenigen, die zu
einer Reduzierung der insgesamt zu sequenzierendoben flhren
(Mikrosatelliteninstabilitéat) und denjenigen, durdle ein Genort identifiziert wird,
in dem sich mit groRer Wahrscheinlichkeit eine dsobe Alteration durch

Sequenzierung finden lassen wird (Immunhistochemie)



Ziel dieser Arbeit war es, die Prescreening-Vegahin Korrelation zu setzen mit
den Mutationsergebnissen, um einen Algorithmus mtwiekeln, durch die eine

Ressourcenersparnis bei der MutationsdetektiomNREIC-Familien erreicht werden

kann.



1.2 Angewendete Untersuchungsverfahren

1.2.1 Prescreening-Methoden

1.2.1.1 unspezifisch: Mikrosatelliteninstabilitat

Im menschlichen Genom kommen repetitive Sequenzem Wucleotiden
(Mononucleotide, Dinucleotide etc.), sogenannte ribBlatelliten, ubiquitar vor.
Mikrosatelliten sind interindividuell unterschiechi und werden in konstanter Lange
von Zellgeneration zu Zellgeneration repliziert. J®nnen sie auch beim
Vaterschaftsnachweis oder in der Kriminalistik Amaang finden.

Als Folge eines Mismatch Reparatur Defektes trateden Tumoren Abweichungen
im Vergleich zum Normalgewebe in diesen repetiti@&guenzen auf. Meist sind es
kurze Deletionen oder Insertionen. Sie sind FolgessFrameshift-Fehlers und des
mangelnden Vermoégens des Mismatch Reparatur (MMRY)ess diesen Fehler zu
korrigieren. Diese Replikationsfehler kénnen dudid Analyse spezifischer PCR
(Polymerase Chain Reaction)-Produkte nachgewieseden.

Tumore mit diesem Phanomen werden als mikrosateilistabil bezeichnet (20).
Die Mikrosatelliteninstabilitat im Tumor wird duratinen entweder nur im Gewebe
erworbenen Fehler des MMR-Systems (sporadische f@maeder durch
Ausschaltung des gesunden Allels bei Patientenemir Keimbahnmutation im
MMR-System (HNPCC-assoziierte Tumore) erklart (2HNPCC-Patienten, bei
denen eine krankheitsrelevante Mutation im Mismat&eparatur System
nachgewiesen wurde, kann zu praktisch 100% einerddételliteninstabilitat im

Tumor nachgewiesen werden.

In der Literatur wird berichtet, dass 85-90 % dambre aus HNPCC-Familien nach
Amsterdamer Kriterien mikrosatelliteninstabil sin@, 22). So lasst sich der
Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat als Rmegningverfahren nutzen, indem
diese Untersuchung der Mutationsanalyse vorgesthaitd. Allerdings wird bei

Mutationen in hMSH6 Uberraschenderweise in allergdRenicht eine hohe
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) nachgewiesenpnsler meist eine niedrige
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-L). Da hMSH6 funikinelle Ubereinstimmungen mit



hMSHS3 hat (23, 24), kann mdglicherweise der DefekMismatch Repair (MMR)-
System im Tumor teilweise ausgeglichen werden.ldd&z dafur entwickeln
MSH6 knockout Mause Mikrosatelliten stabile Tum(izb).

Das Verfahren der Mikrosatellitenuntersuchung iseltweit durch das sog.
Bethesda-Panel standardisiert. Das Bethesda-Phasteht aus funf Markern, die
zur Mikrosatellitenuntersuchung evaluiert und voer dCG-HNPCC empfohlen
werden. (26). Es wird zwischen hoch instabilen (MSEwei und mehr Marker von
5 instabil), niedrig instabilen (MSI-L: nur in eimeMarker instabil) und stabilen
Tumoren (MSS: kein Marker instabil) unterschied®bwohl sich niedrig instabile
Tumore in manchen Aspekten von stabilen Tumoreeraaheiden (héhere Rate an
K-ras Mutationen und verminderte Expression von BC(27-29)), spielen hMLH1
und hMSH2 keine eindeutige Rolle fur niedrig ing@adumore (30, 31, 32).

Die Mikrosatellitenanalyse ist ein anerkanntes €&eEning Verfahren, das in einem
Ringversuch validiert worden ist (32). Sie ist imergleich zu anderen
Prescreeningverfahren relativ aufwendig und st@sobders bei der Nutzung von
Tumormaterial, das in Formalin fixiert und in Pamafeingebettet wurde, an
methodische Grenzen. MSI ist nicht spezifisch fiir@en, sondern zeigt den Defekt

des gesamten MMR Systems an.

Abbildung 1: Beispiel Mikrosatelliteninstabilitat,
N: Normalgewebe, T: Tumorgewebe
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von PRdremba,
Institut fir Pathologie)



1.2.1.2 genspezifisch: Immunhistochemie

Ein genspezifisches Prescreeningverfahren ist dehiNeis der Veranderung der
Proteinexpression im Tumor. Durch immunhistochehgsdarbung kénnen die
Genprodukte der verschiedenen Gene des Mismatchar&ep Systems
nachgewiesen oder ausgeschlossen werden. Hierzdemveattie Antikérper der
unterschiedlichen Proteine (hMLH1, hMSH2, hMSHG6) ddismatch Reparatur
Systems durch Farbung sichtbar gemacht. Der Veoddst die Abschwéchung der
Farbung eines Proteins im Zellkern zeigt eine vedeite Expression dieses Proteins
an und gibt damit Hinweis nicht nur auf einen Felte MMR-System sondern auch
auf das von einer Mutation betroffene Gen. (33, 30, 35). Eine schwedische
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass dieser Esipresverlust bereits in

Adenomen von Patienten aus HNPCC-Familien vorliggj.

Die Proteine werden normalerweise in den ZellkembenZellen exprimiert, die ihre
DNA reparieren. Das betrifft vor allem diejenigenll&n, die aktiv proliferieren. In

der Darmmucosa sind das besonders die basalerekgmitidler Darmkrypten (37). Es
wird eine vergleichende Farbung von Tumorgewebe umh normalem

Kolongewebe des gleichen Patienten vorgenommen.roReperbarkeit der

Labortechnik und der Interpretation des Farbeergeba sind in einem
internationalen  Ringversuch  getestet. Die  Studie nnk® optimierte

Versuchsbedingungen identifizieren und unter diesi@e hohe interinstitutionelle
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse mit einer hoh@ezidtat und Sensitivitat

nachweisen (38). Der Aufwand einer immunhistochehes Farbung ist im

Vergleich zu den anderen in der vorliegenden Arbdieschriebenen

molekulargenetischen Prescreening-Verfahren déutlic niedriger. Die

Immunhistochemie ist eine in der taglichen Routiee Pathologen fest verankerte
Technik.
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hMSH2: erhaltene Proteinexpression

hMSH2: verminderte Proteinexpression

hMLH1: erhaltene Proteinexpression

hMLH1: verminderte Proteinexpression

Abbildung 2: Beispiele von immunhistochemischenbleagen

(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Katzer)



11

1.2.1.3 Genabschnittsspezifisch: Denaturing Gradient Gettebphoresis (DGGE)

In der DGGE werden PCR-Produkte durch eine Geledpkbrese mit einem Gel, in
dem das denaturierende Agens in einem Gradientdiegtp aufgetrennt. Wurden
die DNA-Fragmente zuvor mit einem GC-Clamp versehearden sie auf dem
Gradienten-Gel so aufgetrennt, dass der Untersaniatur einem Basenpaar ein
unterschiedliches Migrationsverhalten zur Folge(B&j.

Es werden die Exone der MMR-Gene mittels PCR miidigst und mit einem GC-
Clamp versehen und mit der DGGE aufgetrennt. Seetassich Varianten zum
Wildtyp einfach identifizieren (40, 41). Diese Vamten werden dann in der Sanger-
Technik sequenziert und die genaue Basenverande@mpBNA festgestellt, um im
Vergleich mit der Wildtyp-Sequenz Polymorphismem \wankheitsverursachenden
Mutationen unterscheiden zu kénnen.

Mit dieser Methode lassen sich also Genabschuiéetifizieren, die mdoglicherweise
eine Mutation tragen. So mul} eine direkte Sequamme nur von diesen
Genabschnitten und nicht von den gesamten Genetgemnf Der Aufwand der
direkten Sequenzierung wird verringert.

Die Methode der DGGE ist etabliert und hinreichemd Vergleich zur direkten
Sequenzierung untersucht, so dass in der vorliegeAdoeit die Mutationssuche flr

alle Patienten auf der Basis von DGGE erfolgt (40)

Abbildung 3: Beispiel fur eine DGGE-Analyse: Péeiharkieren zwei

Sequenzvarianten
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1.2.2 Southern Blot

Der Southern Blot bietet eine Ergdnzung der Mutesamalyse. Fur Patienten, die in
der Untersuchung mit DGGE und Sequenzierung keatkogenen Veranderungen
aufwiesen, wurde zusatzliche eine Southern Bloelsnichung durchgefiuhrt.

Im Southern Blot wird genomische DNA, die zuvoresm enzymatischen Verdau
unterzogen und auf ein Filter gebracht wurde, pézgischen Sonden hybridisiert,
so dass genomische Deletionen nachgewiesen werdene. Dem Nachweis
unterliegen groRere DNA-Abschnitte, auf denen gésdmone oder sogar mehrere
Exone liegen. Die in dieser Technik nachweisbargonkerluste, kénnen haufig in
der DGGE-Methode oder auch mit der direkten Seqeamzy auf gDNA-Basis
methodenbedingt Ubersehen werden. Das unveranélbelemaskiert den Verlust

gesamter Exone bei Sequenzierung oder DGGE.



13

2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden DNA-Proben von 69 Indexpatienten auf désrliegen einer
Keimbahnmutation im Mismatch Repair System untdrsuls Indexpatient wurde
derjenige Patient bezeichnet, durch den die familiaHaufung von
Karzinompatienten auffallt und der selbst an eiéidPCC-Karzinom erkrankt war.

59 Patienten stammten aus Familien, die den AnmtedeKriterien (Amsl)

gentgen und 10 der untersuchten Indexpersonen se&amaus ,Amsterdam II-
Familien® (Ams2). Alle Patienten gaben nach entsipeader ausfuhrlicher Beratung
ihr schriftliches Einverstandnis fur die Durchfiihguder Mutationssuche und zur

molekulargenetischen Untersuchung ihres Tumorgesvebe

Das Tumorgewebe stammte zum Teil aus den Operatiome den
Universitatskliniken Dusseldorf oder — in der Maddnl der Falle — wurde es nach
schriftichem Einverstandnis der Patienten von gathologischen Instituten der
jeweils behandelnden Klinik angefordert. Zur weaterAnalyse stand Gewebe von
insgesamt 51 Patienten zur Verfigung.

2.2 Mikrosatelliteninstabilitat

Die Analyse der Mikrosatellitenstabilitat wird inuZammenarbeit mit dem Institut
fur Pathologie (Direktor: Professor Gabbert) duedkigrt.

Als Grundlage der Untersuchung dienten mit Formdixmerte und in Paraffin
eingebettete Tumorschnitte (n=42). Es stand un# nign allen 51 Patienten genug
Tumormaterial zur Verflgung, um eine immunhistoctsetme Farbung und eine
Mikrosatellitenuntersuchung durchfiihren zu kénnen.

Zunéchst wurde der erste 5um Schnitt mit HE gefarit eine Bestatigung der
histologischen Diagnose unter einem Lichtmikroskepn einem Pathologen

vorgenommen. Der Pathologe identifizierte Normalge&und Tumorgewebe. Von
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jedem Patienten wurde DNA von Normalgewebe und Trgewebe isoliert, um im
Vergleich die Untersuchung der Mikrosatellitenitgigit vorzunehmen.

Fur die DNA Isolierung wurden von der zu dem erssehnitt benachbarten Region
3 bis 5 10um Schnitte angefertigt. Dafiir wurde @asvebe in Xylol deparafinisiert
und in einer absteigenden Alkoholreihe bis zu deiertem Wasser rehydriert. Die
DNA konnte dann durch das QlAamp® DNA Kit (Qiagdti)den, Deutschland)
dem Herstellerprotokoll folgend isoliert werden.eDDNA Konzentration und der
Reinheitsgrad wurden spektrophotometrisch kongulliAlle DNA Proben hatten
einen A260/A280- Quotienten von > 1,8. Die Langenidolierten DNA-Fragmente
wurden auf einem Agarosegel dargestellt. Die ak#sten Fragmente hatten eine
Lange > 500 bp.

Die Primersequenzen und Eigenschaften wurden irenurdgtehender Tabelle
dargestellt. Vorwartsprimer wurden fluoreszenzmeatkimit Phosphoramidites 6-
FAM (6-carboxy-fluoroscein), HEX (4,7,2', 4’, 5’/ Hexachloro-6-carboxy-

fluoroscein) und TET (4,7,2’,7-tetrachloro-6-caryefluoroscein).

Micro- Primersequenz Gen- | Tm
satellite locus |(°C)
Marker
BAT-25 |F (FAM):5-TCG CCT CCA AGA ATG TAA GT-3’ 4q11-12 | 57,1
R: 5-TCT GCATTT TAA CTATGG CTC-3’ 54,5
BAT-26 |F(TET):5-TGACTACTT TTG ACT TCA GCC-3’ 2p16 54,4
R: 5-AAC CAT TCAACA TTT TTA ACC C-3’ 56,8
D2S123 |F(FAM): 5-AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA-3’ 2p16 56,3
R: 5-GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC-3’ 52,2
D17S250 | F(TET): 5-GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT-3' 17911.2-|52,0
R: 5-GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC-3' |12 51,7
D5S346 |F(HEX): 5-ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG GG-3' |5¢21-22 | 52,8
R: 5-AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT T-3' 55,8

Tabelle 1: Primersequenzen

In dem PCR-Volumen von 25ul waren enthalten: 1xARoRer mit 1,5 mM MgCj,

0,6 U Tag DNA Polymerase (beide von HotStar Tag™ ADRolymerase Kkit,
Qiagen, Hilden, Deutschland), 0,2 mM dNTPs (AmemshBiosciences, Freiburg,
Deutschland) und Primer Sets (MWG Biotech, Ebesb&ermany). Die Primer
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Sets mit Puffer und dNTPs wurden in Aliquots bef ZD eingefroren. Zu jedem
PCR-Volumen wurden 25 pg DNA in einem Volumen v Rinzugefugt.

Fur die Negativkontrollen wurde anstelle der DNA d88&r hinzugefugt. Als die
Positivkontrolle diente  DNA aus gesunder Kolonmwkosdie aus einem
schockgefrorenen Operationspraparat gewonnen wuBle. PCR wurde im
Thermocycler PTC-200™ (Biozym Diagnostik, Hess. éldorf, Deutschland)
durchgefuhrt.

Die elektrophoretische Auftrennung und Analyse veuddrch den ABI Prism® 310
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Weiterstddgutschland) vorgenommen.
Fur die Proben wurden 2 pl des PCR-Produktes mil @i@ioniziertem Formamid
(Merck, Darmstadt, Deutschland), das vermischt mer0,7 pul TAMRA (N,N,N’,

N’-tetramethyl-6-carboxyrhodamin)-labeled GS350 esizstandard (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). Die Probemden bei 90°C fir 2 min
denaturiert und auf Eis gestellt. Fir die Sepanigrder Mikrosatellitenfragmente
wurde GS POP6 Polymer benutzt. Die Proben wurder fliis 10 Sekunden bei
15KV injiziert und fur 35 min bei 15 kV und 60°Cpseiert. Die Rohdaten wurden
mit dem GeneScan® 2.0.2 Software (Applied Biosysteieiterstadt, Deutschland)

und dem Matrix C virtual Filter untersucht.

2.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Féarbung fur hMSH2, hMSH& UurMLH1 wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Pathologie €Rior: Professor Gabbert)

etabliert.

Die 2-4 um dicken Paraffinschnitte wurden tber Néweh 60° C inkubiert und dann
mit Xylol und einer absteigenden Alkolholreihe degsinisiert und rehydriert. Dann
wurden die Objekttrager fur 15 min in Zitratpufigekocht. Nach Blockierung der
endogenen Peroxidase-Aktivitdt mit 3%igem WassH#psmxid wurden die
Praparate zundchst 15 min mit Avidin und 15 min Bidtin inkubiert. Fir 30 min
wurden die Schnitte dann mit dem PrimarantikérperRaumtemperatur inkubiert:
hMLH1 (clone G 168-728, BD PharMingen, San Diegd,, OSA; 1.60), hMSH2
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(clone FE11, Oncogene Research Products, Cambriddge, USA; 1:80) und
hMSHG6 (clone 44, Transduction Laboratories, LxamgtKY, USA; 1:600).

Der Klon FE11(hMSH2) war gegen das Carboxy- terteinande des Proteins
gerichtet. Klon 44 (hMSH®6) erkannte die Aminosaug25b-333 des Proteins. Clon
168-728 (hMLH1) erkannte das gesamte Protein.

Nach kurzem Waschen mit Aqua dest. wurden die Pafgpanit dem zweiten und
dritten Brickenantikdrper (Ultra-Tek HRP Scytek ABBL 999) fir je 15 min bei
Raumtemperatur tberschichtet. Es folgte eine Intiodir 10 min mit DAB und
fur 5 min mit Hamalaun. Die Schnitte mussten danih e@mner aufsteigenden

Alkoholreihe und Xylol dehydriert werden.

Die Auswertung der Schnitte wurde gemeinsam mierairerfahrenen Facharzt fur
Pathologie des Instituts vorgenommen. Sobald 10e¥%Zegllen eine verminderte
Proteinexpression im Tumor im Vergleich zum Norneslgbe der Patienten zeigten,

wurde von einer verminderten Proteinexpressionrgesen.

2.4 DGGE

Die Untersuchungen werden in enger Zusammenarkeitlem humangenetischen

Institut der Universitat Leiden (NL) unter Leiturgn Professor Fodde durchgefihrt.

Mittels Denaturing Gradient Gel ElectrophoreiXsGE) wurden zunachst die bei
HNPCC am haufigsten von einer Mutation betroffe@me hMSH2 und hMLH1
untersucht. Patienten, bei denen keine Keimbahrirontan diesen beiden Genorten
gefunden wurden, schlossen wir eine DGGE Untersugtauf das Vorliegen einer
Mutation in hMSH6 an.

Zunachst wurde DNA nach einem Standardprotokoll \Aokblut isoliert. Danach
wurden die einzelnen Exone der Genorte amplifizistveils einer der Primer eines
Primerpaars fugte an das PCR-Produkt ein GC-Claonp® bp an. Die Primerpaare
orientierten sich in ihrer Lage an den Exon-Intrenzen. Fir hMSH2 wurden sie
von Kolodner veréffentlicht (42), fur hMLH1 von Kadiner und Liu (43, 44). Die
Exone 3, 7, 12 von hMSH2 und fur die Exone 2, 12 ,vobn hMLH1 wurden in

mehreren Fragmenten amplifiziert und mit DGGE weht. Die Amplifizierung
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und Gelelektrophorese wurden durchgefiihrt entspresttden Empfehlungen von
von Fodde (45), Wijnen (41, 46) und Wu (47).

Fur die Polymerase Chain Reaction befanden si&@in PCR-Volumen 10mM Tris
HCL pH 8,9; 50mM KCI; 2,5 mM MgCI2; 200mg/ml BSA;@ % Gelatine, 0,2
mM von jedem dNTP; 10% Glycerol; 10 pmol von jed&mmer und 1 U Taq
Polymerase. Es wurden 35 PCR Zyklen durchgefliliseé bei 94° C, 90sec bei
55°C oder 58°C und 120sec bei 72°C.

Die genauen Primersequenzen wurden von Wijnen zahklihMSH2 (46); hMLH1
(41)).

Fur die DGGE wurde ein 6 oder 8 %iges Polyacryla@& gegossen, das einen
linearen ansteigenden Gradienten einer denatumendisung enthielt. 100 %
denaturierender Losung entsprachen dabei 7 M Hdfnsit 40 % Formamid. Die
verwendeten Gradienten lagen zwischen 20 und 70i#genauen Daten fur die
Gradienten, die fur die jeweiligen PCR-Produkteutenwurden, sind von Fodde et.
al (45) veroffentlicht. Die Gelelekrophorese wurdei 60°C und in einem TAE
Puffer bei pH 8 durchgefihrt.

2.5 Southern Blot

Die Untersuchungen werden in enger Zusammenarkeitem humangenetischen

Institut der Universitat Leiden (NL) unter Leiturgn Professor Fodde durchgefihrt.

Der Southern Blot wurde fur diejenigen Patienteigeavendet, bei denen in der
DGGE-Analyse fur hMSH2 und hMLH1, hMSH6 keine Mibat nhachgewiesen

wurde. Im Southern Blot wurde genomische DNA, digar einem enzymatischen
Verdau unterzogen und auf ein Filter gebracht wurdé spezifischen Sonden
hybridisiert, so dal3 genomische Deletionen nachegem werden konnten. Die
Protokolle entsprachen der Empfehlung von Wijnep(B&m Nachweis unterlagen
groRere DNA-Abschnitte, auf denen gesamte Exong edgar mehrere Exone
liegen.

Zum enzymatischen Verdau der DNA wurden zunédchst Apnd Xba | benutzt.

Nachdem die DNA-Fragmente auf einen Filter gebraabriden waren, wurden die
mit Apa | erzeugten Fragmente mit einer cDNA-Praothie, den Exonen 1-12 von

hMLH1 entsprachen, und die mit Xba | erzeugten fFraxgte mit einer cONA-Probe,
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die die Exone 1-7 von hMSH2 umfassten, hybridisi®te auf diese Weise
erkannten aberranten Restriktionsfragmente muss®ster charakterisiert werden.
Das bedeutete, es wurden sowohl weitere Restriditeyme als auch andere
cDNA-Proben angewandt. Fir Familie #113 sind diesizlich die Enzyme Msi |,
BamH |, Bglll und die cDNA-Proben fur das Exonls d&on2, das Exon3 und das
Exon4. Fir die Familien #106 und #118 die EnzymedHil und Asi I. Fur die
Familie #118 benitzen wir noch eine cDNA-Probe, die Exone 1 und 2 von
hMSH2 umfasst. Fur die Familie #106 sind cDNA-Probetwendig, die jeweils die

Exone 1 und 2 und 7 und 8 beinhalten.

2.6 Sequenzierung

Sobald eine Veradnderung im DGGE-Muster gefunden deiurwurde eine

Sequenzierung angeschlossen, die die genaue Sequatian nachwies und so eine
Unterscheidung zwischen Polymorphismen und kramgbeiursachenden
Mutationen erlaubte.

Die Sequenzierung der gDNA wurde mittels der Sahethode durchgefihrt (49).
Die durch das Cycle Sequenczing mit ddNTP genenertinterschiedlich langen
PCR-Produkte wurden mit Dye-Terminatoren markied auf dem ABI 377-Gerat
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Sequenzierung der Proben wurde nach entspréehrenPrescreening aus
Resourcenmangel kommerziell durchgefiihrt. Die Engese, da sie zur Validierung

der Prescreeningverfahren notwendig waren, wundeineiser Arbeit angefuhrt.

2.7 Einschatzung der Pathogenitat der Mutation

Die Einschatzung der Pathogenitat der Mutationew wi Zusammenarbeit mit Dr.
Goecke aus dem Institut fir Humangenetik des Unitésklinikums Dusseldorf

vorgenommen.

Genomische Deletionen, Frameshift Mutationen undskise Mutationen, die zu
einem Stopcodon fuhrten, und Mutationen, die zwerainSplice Defect flhrten,

wurden als sicher pathogen gewertet.
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Missense Mutationen, die nicht zu einem Stopcoddar ceinem Splice Defect
fuhrten, fuhrten zu einem Austausch von Aminosgudaren Krankheitsrelevanz
nicht eindeutig war. Diese Mutationen wurden jem#osition und veranderter
Aminosaure als nicht krankheitsrelevant oder unktankheitsrelevant klassifiziert.
Mutationen, die nicht zu einem Aminosaureaustaustithrten, waren

Polymorphismen.
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3 Ergebnisse

3.1 Mikrosatelliteninstabilitat

Von den 69 Patienten, die entweder den Amsterddtngzrien | (n=59) oder Il
(n=10) gentgten, konnten wir von 42 Patienten Tumaberial auf das Vorliegen
einer Mikrosatelliteninstabilitat analysieren.

Das Material von zwei Tumoren (5%) konnte nichtgawgertet werden, weil zu
wenig Material vorhanden war.

28/40 (70 %) Tumor-DNA-Proben waren hoch mikroliggainstabil (MSI-H) und
12/40 (30 %) waren mikrosatellitenstabil (MSS). iKdiumor zeigte eine niedrige
Instabilitat (MSI-L) in dem untersuchten Panel,.ckhbin Tumor war nur fir einen
Marker instabil.

Tumore auf Mikrosatelliteninstabilitdt untersucht (n=42)

MSI-H MSS MSI-L Nicht auswertbar

28 12 0 2

Tabelle 2: Mikrosatellitenstatus

3.1.1 Ergebnisse der Immunhistochemie (IHC) und der Ssramalyse fur MSS

Tumore

Fur alle mikrosatellitenstabilen Tumore (n=12) ktmneine immunhistochemische
Untersuchung der Proteinexpression fur hMLH1, hMSi#a hMSH6 durchgefihrt
werden. Es wurde flr keinen dieser Tumore eine ndakie Proteinexpression
nachgewiesen.

Ebenso wies in dieser Patientengruppe die Sequalysarkeine krankheitsrelevante
Mutation nach. Fur Patient #26 wurde eine Sequamamwte von hMSH2 im

Vergleich zum Wildtyp gefunden. Die pathogenetisclsgnifikanz dieser

Veranderung entsprach einem Polymorphismus (50)k&aem anderen Patienten

mit einem MSS-Status wurde eine Sequenzveranderaciygewiesen.
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MSS (n =12)
IHC- Veranderung Keine IHC- Veranderung
0 12
Pathogene | Polymorphismus Keine
Mutation Mutation
0 1 11

Tabelle 3: Immunhistochemische Veranderungen untatitunen bei MSS

3.1.2 Ergebnisse der Immunhistochemie und der Sequenzandilir MSI-H

Tumore
Alle MSI-H- Tumore (n=28) konnten immunhistochenhistiir die drei Proteine
hMLH1, hMSH2 und hMSH6 untersucht werden. Fur 23nvaen 28
mikrosatelliteninstabilen Tumoren (82%) konnte euszédnderte Proteinexpression
gezeigt werden.
In zwei Fallen wies die immunhistochemische Untensumng eine normale
Proteinexpression fur die drei untersuchten Geroh.nlm dem einem Fall (Patient
#28) liel3 sich zwar bei der Indexperson trotz himdtabilem Mikrosatellitenstatus
und nachgewiesener Mutation in hMSH2 keine verdederoteinexpression zeigen,
allerdings gelang der Nachweis der verandertenePmtpression in hMSH2 und
hMSH6 beim Tumor eines erstgradig Verwandten, deigtbiche Mutation trug wie
die Indexperson. In dem zweiten Fall (Patient #daf)nte ebenfalls keine Mutation
nachgewiesen werden.
In drei Fallen waren die immunhistochemischen Fagea fir einzelne Proteine
nicht auswertbar. In einem dieser Falle (Patief)#K&nnten Proteinveranderungen
mit der Immunhistochemie fir mehrere erstgradigwaedte Patienten, die die
gleiche Mutation trugen wie die Patientin, allegnnachgewiesen werden. Fir
einen zweiten Fall (Patient #37), bei dem die Fagbfiir hMLH1 normal und fir
hMSH2 und hMSH6 nicht auswertbar waren (Farbungaltem Archivmaterial
funktionierte nicht), lie3 sich eine krankheitskglete Mutation in hMSH2
nachweisen.
In der Sequenzanalyse der MSI-H-Tumore liel3 sict24/28 Fallen (86 %) eine

Mutation in einem der drei untersuchten Mismatclp&atur Genen nachweisen.



22

15/24 Mutationen wurden als sicher krankheitsiat¢\eingestuft. 7/24 Mutationen
waren maoglicherweise pathogen und 3 Mutationen amrdls Polymorphismen
klassifiziert. Von den 28 Tumoren waren fir 15 (%) eine sicher pathogene
Mutation und fir 21 (75 %) Tumore eine sicher onglich pathogene Mutation
identifiziert worden. Insgesamt konnten in 5/28 @48 der Falle trotz MSI-H keine

Mutationen nachgewiesen werden.

MSI-H (n=28)
IHC- Veranderung Keine IHC- Veranderung IHC nichsaertbar
23 2 3
Pathogene| Unklar Polymor- Keine Pathogene| Unklar Polymor- Keine Pathogene| Unklar Polymor- Keine

Mutation pathogene| phismus | Mutation | Mutation pathogene| phismus | Mutation | Mutation pathogene| phismus | Mutation

Mutation Mutation Mutation

13 5 3 2 1 0 0 1 1 1 0

Tabelle 4: Immunhistochemische Veranderungen unthtitunen bei MSI-H

3.1.3 Positiv pradiktiver Wert und Sensitivitat der Mikaellitenanalyse

Die Mikrosatellitenanalyse konnte in der vorliegendJntersuchung an 40 Tumoren
erfolgreichdurchgefiihrt werden. Von den 28 MSI-H-Tumoren wiar 21 (75 %)
Tumore eine sicher oder mdglich pathogene Mutataentifiziert worden. Die
Mikrosatellitenanalyse hatte im Rahmen der hieti#genden Analyse in Bezug auf
das Erkennen einer Mutation einen positiv pradédiWert von 75 %.

In allen Fallen, in denen eine pathogene Mutatiderounklar pathogene Mutation
gefunden wurde und Tumorgewebe zur Mikrosatellib@hgse vorlag, wurde ein
hochinstabiler Mikrosatellitenstatus nachgewies®ie Sensitivitdt lag in der
vorliegenden Arbeit bei 100 %.

Fur keinen der mikrosatellitenstabilen Tumore keneine pathogene Mutation

gefunden werden. Der negativ pradiktive Wert lagl®0 %.
3.2 Immunhistochemie

Insgesamt standen aus dem untersuchten HNPCC-Kollelon 50 Patienten
Tumormaterial flr die Untersuchung der Proteinesgien zur Verfigung. Alle 50
Tumorproben wurden auf die Proteinexpression vohHMund hMSH2 untersucht,
47 Tumorschnitte konnten zusatzlich noch fir hM3érsucht werden. Insgesamt
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zeigten 25/50 (50 %) Tumore zumindest fur ein Geime everanderte
Proteinexpression. 9 Tumore zeigten einen Verludér oeine Reduktion der
Proteinexpression fur hMLH1, 14 Tumore fiur hMSH2dut4 fiur hMSH6. Zwei
dieser verminderten immunhistochemischen FarburigetiMSH6 kamen isoliert
vor. In 12 Tumoren lag eine verminderte Expres$iorhMSH2 und hMSH®6 vor. In
einem Tumor war die verminderte Expression fur hMSHit einer verminderten

Expression fir hMLH1 kombiniert.

Verminderte Proteinexpression(n=25)

hMLH1 hMLH1 hMSH2 hMSH?2 hMSH6
hMSH6 hMSH6
8 1 2 12 2

Tabelle 5: Verteilung der Genorte bei vermindeResteinexpression
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3.2.1 Ergebnisse der Immunhistochemie und der Mikrosaprinalyse

Alle Tumore, die eine veranderte Proteinexpressauiwiesen und auch fir
Mikrosatelliteninstabilitat untersucht werden kaemtwaren MSI-H (24/24).

In zwei Fallen konnte bei nicht veranderter Praggpression ein MSI-H Status
gefunden werden. In 12 Tumoren war sowohl die Rreig@ression der untersuchten
Mismatch Reparatur Gene fur alle drei Gene erhaltals auch der

Mikrosatellitenstatus MSS.

IHC-Veranderung Keine IHC-Veranderung
MSI-H MSS MSI-H MSS
24 0 2 12

Tabelle 6: Mikrosatellitenstatus im Vergleich imnmistochemischen Veranderung

3.2.2 Ergebnisse der Immunhistochemie und der Sequenzsanal

9 Tumore wiesen eine veranderte ProteinexpresgsiorMHL1 auf. Fir 6 dieser
Tumore liel3 sich bei der Sequenzanalyse eine Mutath hMLH1 Gen zeigen. Von
diesen waren zwei als sicher krankheitsverursaclarmisehen. Vier Mutationen
waren Missense Mutationen, deren Pathogenitat alglioh eingestuft wurde. Ein
Patient hatte eine Sequenzveréanderung in hMSH2plbbalie Proteinexpression fur
hMLH1 veréandert war (Patient #6). Jedoch musste b&mler Sequenzveranderung
davon ausgehen, dass es sich um einen Polymorphisandelte. hMLH1 hatte bei
unserer Analyse mit DGGE keine Sequenzveranderdimgweiterer Patient zeigte

einen Polymorphismus in hMSHS6.

14 Tumore hatten eine verminderte Proteinexpres$iosnhMSH2. Fur 12/14

Patienten konnte eine Sequenzveranderung in hM&&Rigt werden. 9 Mutationen
waren krankheitsrelevant, zwei Mutationen wurdes @dglicherweise pathogen
angesehen und eine Mutation war ein Polymorphismus.

Auffallig war, dass fur 12 Tumore, die eine vernene@ Proteinexpression fur
hMSH2 hatten, auch eine verminderte Proteinexpradsir h(MSH6 vorlag. In 8 von

diesen gelang es, eine Mutation in hMSH2 zu finden.
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Zusatzlich zu den oben beschriebenen 11 Tumoren emier veranderten

Proteinexpression fur hMSH6 gab es zwei Tumoregdie Veranderung in hMSH6
bei erhaltener Proteinexpression fiur hMSH2 zeigfsvei Patienten (Patient #18 und
Patient #42) wiesen Sequenzverdnderungen fur aiare als hMSH6 auf. Patient
#18 trug einen Polymorphismus auf hMLH1 und Patit#t eine Missense Mutation

fur hAMSH2 auf, deren Pathogenitat unklar war.

Auffallig war eine Familie (Patient #25), die eimeranderte Proteinexpression flr
hMLH1 und hMSH6 bei Mutation in hMLH1 aufwies. Dimgewdhnliche Anderung
der Proteinexpression liel3 sich bei mehreren Farmiitgliedern reproduzieren. Die

Mutation war eine Missense Mutation, deren Pathibgeanklar war.

Fur keinen Indexpatienten, dessen Tumormaterial unmstochemisch gefarbt

wurde, war es moglich, eine Sequenzveranderunighi8H6 zufinden.

Verminderte Proteinexpression(n=25)

hMLH1 hMSH2 hMSHG6
9 14 15
Pathogene| Unklar Polymor- Keine Pathogene| Unklar Polymor- Keine
Mutation pathogene| phismus | Mutation | Mutation pathogene| phismus | Mutation Keine Sequenzveranderung in hMSH6
Mutation Mutation
2 4 2 1 9 2 1 2

Tabelle 7: Verteilung der Genorte und Mutationenvieeminderter
Proteinexpression

3.2.3 Positiv pradiktiver Wert und Sensitivitat der Imnmistochemie

In 16/25 (64 %) Fallen entsprachen die pathogenetatibnen dem Farbeergebnis in
der Immunhistochemie. Zusammen mit den unklareralturten, die in 5 Fallen auf

dem passenden Gen lagen, waren es 21/25 oder 84 %.

Der positive pradiktive Wert der ImmunhistochemigrzErkennen einer pathogenen
Mutation lag in dem untersuchten Patientenkolleki®&r 64 % und zum Erkennen

einer moglicherweise pathogenen Mutation bei 84 %.
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Umgekehrt stand fur die 17 Patienten mit sichen@g&nen Sequenzveranderungen
oder Deletionen im Southern Blot Tumorgewebe zumimhistochemischen
Farbung zur Verfigung. 16/17 immunhistochemischebliigen lieRen sich
auswerten.

Bei den funf Deletionen stimmten vier Farbeergetmi@berein. Bei dem flnften
Patienten zeigte zwar der Indexpatient ein normia#gbeverhalten der drei Proteine,
aber ein ebenfalls von der Mutation betroffenertgeeslig Verwandter hatte eine
verminderte Proteinexpression fir hMSH2 und hMSidieeletion von Exon 1 von
hMSH2.

Alle Patienten mit einer pathogenen Sequenzver@indein der Sequenzierung
hatten eine verdnderte Proteinexpression und dstisemten mit dem Genort
uberein.

Die Sensitivitat der Immunhistochemie zur Erkennamger pathogenen Mutation
betrug somit 15/16 oder 93,8 %.

3.3 DGGE

Alle 69 Patienten wurden fur die Gene hMLH1 und hi2Skomplett untersucht.
HMSH6 wurde dann untersucht, wenn fur die beidedteean Gene keine pathogene
Sequenzveranderung gefunden wurde. Die gefundemsgueSzveranderungen
wurden zur direkten Sequenzierung des betreffeft@mmabschnittes geschickt. Die
entsprechenden Veranderungen sind unter den Sequergsergebnissen

aufgefuhrt worden.

3.4 Southern Blot

Fur diese Analyse wurden insgesamt 48 Proben déskies untersucht. Wurden
sicher pathogene Mutationen bereits nach DGGE-Amalynd Sequenzierung
identifiziert, wurde auf die Durchfiihrung des SairthBlots verzichtet.

Von den 48 gDNA-Proben wurden 40 fir die Gene hMLAHMSH2 und hMSH6

analysiert. FUr 6 Patienten wurden nur hMLH1 undSt2 und fur 2 Patienten nur
hMSH6 untersucht, zum Teil weil eine Veranderung Southern Blot bereits in
einem Gen gefunden wurde, z. T. weil die Menge BNA nicht fur die komplette

Analyse ausreichte.
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Es wurden insgesamt 5 genomische Deletionen erttdéetei betrafen hMLH1 und

drei betreffen hMSH2. In 4 von 5 Fallen wurde inr dexmunhistochemie eine
verminderte Proteinexpression des entsprechenderesGeachgewiesen. In dem
verbleibenden Fall (Patient #28) konnte zwar die rnvederung der

Proteinexpression bei der Indexpatientin nicht gaghesen werden. Allerdings
gelingt dieser Nachweis in dem Tumor eines erstgrg@rwandten, der bereits an
einem Karzinom erkrankte und bei dem die identisbhaation nachgewiesen
wurde.

Alle (5/5) Tumore mit genomischen Deletionen wairenler Mikrosatellitenanalyse

hochinstabil.
Genomische Deletioneln = 5)
MSI-H MSS
5 0
hMLH1 hMSH2
2 3
IHC- keine IHC- IHC- keine IHC-
Veranderung Veranderung Veranderung Veranderung
2 0 3* 0

Tabelle 8: Mikrosatellitenstatus, Verteilung dem@ge und immunhistochemische
Veranderung bei nachgewiesenen genomischen Dedetion
* Immunhistochemie des betroffenen Verwandten aitgefsiehe Te)t
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Genomische Deletionen

Patient # Gen Deletion
5 hMSH2 Exon 8
12 hMLH1 Exon 2-3
28 hMSH2 Exon 1
45 hMSH2 Exon 1-6
46 hMLH1 Exon 1

Tabelle 9: genomische Deletionen

3.5 Sequenzierung

Es wurden alle Proben sequenziert, bei denen emmnderung in der DGGE
In 35/69 (51 %) DNA-Proben wmnrdnsgesamt 41
Sequenzveranderungen gefunden. 13 VerdnderungeafdmehMLH1, 25 hMSH2
und 3 hMSH6. Insgesamt wurden 20 dieser Alteratioss pathogen klassifiziert.

nachgewiesen wurde.

Kein Patient hatte mehr als eine pathogene Mutatibrese verteilten sich
folgendermal3en: 5 hMLH1, 14 hMSH2, 1 hMSH6. Bei &itMionen war die

Pathogenitat unklar (5 hMLH1, 3 hMSH2).

Polymorphismen.

13 Mutagan waren sichere

hMLH1

hMSH2

hMSHG6

13

25

3

Pathogen Unklar

Polymorphismug

5 Pathogen Unklar

Polymorphismus Pathogen Unklar

Polymorphismus

5 5

3

14

3

8

1

2

Tabelle 10: Verteilung der Mutationen (ohne genaimesDeletionen)

3.5.1 Ergebnisse der Sequenzanalyse und der Mikrosatellialyse

Fur 22/35 Patienten mit einer Veranderung

in demquBezanalyse waren

Untersuchungen zur Mikrosatelliteninstabilitat chgeftuihrt worden. 21/22 Tumore

waren hoch instabil. Bei dem Patienten mit einenSM3Imor (Patient #26) erfolgte

der Nachweis eines Polymorphismus in hMSH2.

Die Mutationen der 21 hochinstabilen Tumore warefh2 Fallen sicher pathogen, in

6 Fallen von unklarer Pathogenitat und 3 Mal lag @&olymorphismus vor.




29

Erwdhnenswert ist, dass ein Fall (Patient #12)tnmehr einen Polymorphismus in
hMSH6 aufwies, sondern auch eine genomische Daleti8o war die

Mikrosatelliteninstabiliat gut zu erklaren.

MSI-H MSS
21 1
Pathogen Unklar| PolymorphismusPathogen Unklar| Polymorphismus
12 6 3 0 0 1

Tabelle 11: Mikrosatellitenstatus bei Patientenmaithgewiesenen Mutationen
(ohne genomische Deletionen)

3.5.2 Ergebnisse der Sequenzanalyse und der Immunhisidehe

Fur 26/35 Patienten mit einer Verdnderung in deguBmzanalyse war eine
Untersuchung zur Proteinexpression mittels Immuobieemie durchgefihrt
worden.

Unterteilt man die Mutationen gemalR ihrer kranlkhatursachenden Relevanz
ergab sich, dass alle krankheitsrelevanten Mutatioeine Proteinveranderung in
dem entsprechenden Gen verursachten (11/11). BdienBa mit einer

maoglicherweise pathogenen Mutation entsprachen #mcmunhistochemie und

Sequenzanalyse in 6/7 Féllen. In einem Fall (Patie¢d2) betraf die

immunhistochemische Veranderung hMSH6 und die Nardbg auf hMSH2. Bei

den Polymorphismen stimmten Immunhistochemie urgli&ezanalyse nur in einem
Fall (1/7) Uberein. In den anderen Fallen war dietdtexpression anderer Gene

vermindert oder es wurde keine Verdnderung deelPratpression nachgewiesen.



30

Pathogene Mutation

Unklare Mutation

Polymorphismus

11 7 7
Entsprechendge  Nicht Keine IHC- | Entsprechende  Nicht Keine IHC- | Entsprechende  Nicht Keine IHC-
IHC- entsprechendgVeranderung IHC- entsprechendgVeranderung IHC- entsprechendgVeranderung
Veranderung IHC- Veranderung IHC- Veranderung IHC-
Veranderung Veréanderung Veréanderung
11 0 0 6* 1 0 1 3 3

Tabelle 12: Immunhistochemische Veranderungen aeeiten mit nachgewiesenen
Mutationen
*In einem Fall bei nicht auswertbarer Immunhistaoiedes Indexpatienten die
Immunhistochemie der ebenfalls betroffenen Verwamdingefuhrt.

Unterteilte man die Sequenzveranderungen geméRlideschen Unterschiede der
Patienten so lagen bei 32/59 (54 %) Patienten ams1AFamilien und bei 3/10 (30

%) Patienten aus Ams2-Familien eine Mutation vach& pathogene Mutationen
betrafen 18/59 (31 %) Amsl-Patienten und 2/10 (20 Adns2-Patienten.
Berucksichtigte man sicher pathogen und unklar qgghe Mutationen, lagen bei
26/59 (44 %) der Amsl-Patienten und bei 2/10 (208€¢) Ams2-Patienten

krankheitsrelevante Mutationen vor. Auffallig wauf@erdem, dass die einzige

pathogene Mutation in hMSH6 einen Patienten aus @ims2-Familie betraf.

Amsterdam-1 (n=59)

Amsterdam-2 (n=10)

\"2

32 3
Pathogen| Unklare |Polymorphismus Pathogen| Unklare |Polymorphismu
Mutation | Mutation Mutation | Mutation
18 8 6 2 1

Tabelle 13: Verteilung der Mutationen auf Ams1- #mds2-Familien

Die Ergebnisse der Sequenzierung ergaben eine \Rete20/69 (29 %) sicher

pathogener Mutationen. Zusammen mit den Mutatiamgklarer Pathogenitat fand
sich eine Rate von 28/69 (41 %).

Unter Bericksichtigung der pathogenen Veranderundensich aus den Southern

Blot Untersuchungen und der Sequenzanalyse zusanargaben, haben 25/69

(36%) Patienten eine pathogene Veranderung. FuUgie nmoch die unklaren

Mutationen dazu, kam man auf eine Rate 33/69 (48 %)
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#| Gen | Exo Mutation Konsequenz | Pathogenitat
1 | hMSH2 6 €.998 G>A C333Y Missense unklar
2 |hMLHL | 6 C.545+1 G>A | Spice defectout a
of frame
5 | hMSH2 7 c.1077 T>A unklar nein
5 | hMSH2 3 c.1077 T>C missense unklar
6 | hMSH2 6 €.965 G>A, G322D missense nein
€.1852-1853 AA>GC, )
8 | hMLH1 16 K618A missense unklar
€.3514-35-3515 insA, Nonsense
R1172Kfs R1176X . )
10/ hMSH6 | 6 | R1172.K1172 ins fs F;dej@f; ds;ﬁg ja
R1176X
. Nonsense
11| hMLH1 | 2 C.150-1511nsT, | . 1ashift Stop ja
V51fsX52
nach 1 Codon
12 | hMSHG6 2 €.297 G>T, K99N Missense nein
14| hMSH2 7 €.1276+1 G>A splice defect ja
15| hMSH2 1 c.4G>A, A2T Missense nein
nonsense,
16 | hMLH1 17 €.1917_1918insT, | frameshift stop ja
nach 4 codons
16| hMsH2 | 6 c. ASG keine nein
Veranderung
18| hMLH1 13 c.1558+14 G>A Unklar nein
22 | hMSH6 4 €.2633 T>C, V878A Missense nein
23 | hMSH2 3 c.508 C>T, Q170X Nonsense ja
25| hMLH1 17 c.1961 C>T missense unklar
26 | hMSH2 7 c.1077-10 T>C unklar nein
30| hMSH2 13 €.2038 C>T, R680X nonsense ja
30| hMSH2 10 c.1511 IVS10-9 T>A missense nein
30| hMSH2 10 c.16611VS 10+6T>C missense nein
nonsense
€.696-697delTT, . ' .
34 | hMSH2 4 E232fs254X frameshift stop ja
nach 22 codons
nonsense
€.788-789delAT, . ' .
36 | hMSH2 4 N263fsX282 frameshift stop ja
nach 19 codons
nonsense
C.711-714delTTAT, . ' .
37| hMSH2 4 1237fax244 frameshift stop ja
nach 7 codons
nonsense
c.1705-1706delGA, ) ’ )
39| hMSH2 11 E569fsX570 frameshift nach ja
1 codon
20 | hMSH?2 4 €.704-705 delAA, nonsense, ia

K235fsX254

frameshift nach
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20 codons
42 | hMSH2 2 c.274 C>G, L92V missense unklar
hMSH2
hMLH1
47 | hMLH1 13 c.1558+14 G>A unklar nein
48 | hMLH1 17 €.1989+1 G>A splice defect ja
nonsense,
49| hMSH2 | 7 C.1226-1227 del AG,| ¢ 1o chift stop ja
Q409fsX415
nach 6 codons
53 | hMSH2 8 €.1386+1 G>A splice defect ja
€.2067-2073del missense,
54 | hMLH1 18 GTACATA frameshift, stop ja
Q689fsX782 nach 93 codons
nonsense,
55| hMSH2 | 3 ¢.638-639 delTG, frameshift, stop ja
L213fsX230
nach 17 codons
56 | hLMSH2 8 c.1373 T>G, L458X nonsense ja
58| hMLH1 8 c.677+3A>G unklar unklar
59| hMLH1 18 c.2027 T>C, L676P missense unklar
60 | hMSH2 7 c.1216 C>T, R406X nonsense ja
62| hMLH1 3 c.230 G>A, C77Y missense unklar
nonsense,
65 | hMSH2 2 C. 268-289 dup frameshift, stop ja
nach 10 codons
65| hMSH2 6 €.965 G>A G322D missense nein

Tabelle 14: Mutationen
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4 Diskussion

Basierend auf der Literatur muss man davon ausgetess zwischen 2 und 5 %
aller kolorektalen Karzinome (CRC) aufgrund des KIXIPSyndroms entstehen. Fur
die betroffenen Patienten und deren Familien ists dAuffinden der
krankheitsverursachenden Mutation von aul3ersterhifgieit. Da das Syndrom
autosomal dominant vererbt wird, werden statistisgesehen 50% der
Familienmitglieder ein normales, bevdlkerungsuldgetKarzinomrisiko aufweisen.
Konnen diese durch eine Mutationsanalyse idergifenn werden, kann man sie von
der Angst vor dem erhdhten Karzinomrisiko befreien.

Bei betroffenen Karzinompatienten gelten gleiche rsdogeempfehlungen
unabhangig von einem Mutationsnachweis. Aber aueBedPatienten profitieren
von einer Mutationsanalyse. Die Motivation, sichngequent den empfohlenen
Vorsorge- und Fraherkennungsmal3nahmen zu untergisteagt (18, 19).

So muss es aus medizinischer Sicht Ziel sein, Ipelesonen Uber die Moglichkeiten
und Grenzen einer Mutationsanalyse zu informierend uSie zu einer
Mutationsanalyse zu motivieren, um Risikopersonenne e personliche

Risikoeinschatzung zu ermdglichen,

4.1 Mutationsrate

Ohne die Southern Blot Untersuchungen konnten mv2(/69 (29 %) der Patienten
eine sicher pathogene Mutation nachweisen. Fasate diese Mutation mit den
Mutationen unklarer Pathogenitat zusammen fand aiich Rate von 28/69 oder 41
%.

Zusammen mit den Mutationen aus der Southern Bialyse ergab sich eine Rate
von 33/69 oder 48 %.

Die Einstufung der Pathogenitat wurde in der vgeieden Arbeit nach sehr
konservativen Kriterien vorgenommen. Missense Maom&n wurden nur als sicher
pathogen eingeschétzt, wenn sie direkt zu einenp &odon fuhrten. Es gibt

einzelne Publikationen zu funktionellen Tests, dmche Missense Mutationen
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identifizieren, die zu Fehlern in der Interaktioer dverschiedenen Mismatch Repair
Proteine fihren. Einige wenige Arbeitsgruppen hadrésigreich Mutationen geclont
und in defekte Zelllinien transferiert. Mit einemidvhatch Repair Assay konnten
dann pathogene Missense Mutationen hinsichtlicteriffahigkeit, das defekte
MMR-System zu korrigieren, analysiert werden (72). Bolange funktionelle Tests
nicht breite Anwendung finden, wird die sichere deimatzung der Pathogenitéat
mancher Missense Mutationen unklar bleiben. Derghg&ch von Mutationsraten

war bei unterschiedlicher Einschatzung der Pathitdfescthwierig.

In der Literatur wurden bei neueren Untersuchungem gDNA mittels direkter
Sequenzierung Mutationsraten von ca. 50% bericht®@tl2). Auch in
Veroffentlichungen, in denen mit DGGE ein vergléiahes Patientenkollektiv
untersucht wurde, liegt die Rate bei 45% (51) €6 bzw. 24 %, wenn nur eines
der beiden Gene untersucht wird (41, 46, 52). Dlgseersuchungen wurden zum
Teil in dem Kooperationslabor in Leiden durchgefiihr

Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedlicherutdionsraten mag in den
unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen der jewailigdntersuchungen liegen.
Moslein et al. stellten bereits eine verschiedengtationsrate in den von ihnen
untersuchten Patienten fest. Fir die Amerikanedemirin 6/11Fallen oder in 55%
eine krankheitsrelevante Genveranderungen gefundeidr die deutsche
Patientengruppe lag die Rate nur bei 33% (3/9)\@& Friedl et al. auf dem ICG-
Meeting in Buffalo berichteten, fanden sie bei dduotationsanalyse von 53
deutschen Patienten, die sogar alle eine Mikrdgatehstabilitat aufwiesen, nur in
12 Fallen eine Mutation. Das entsprach einer Rate22% (53).

Auch fanden Autoren aus anderen Bevolkerungsgrugeegrafische Unterschiede
in der Mutationsverteilung: So berichtete Wahlbe(§chweden), bei der
Untersuchung von 39 HNPCC-Familien auf Mutationem hMSH2 nur 2
Keimbahnmutationen gefunden zu haben (54). Weberalet zeigten eine
Mutationsrate von 25% (8/32) in Familien aus detstaaten der USA (55). Caldes
et al. untersuchten 52 Familien aus Spanien, dmea@eden Amsterdamer bzw.
Bethesda-Kriterien ausgesucht wurden. Insgesamdemuin 13/52 (25 %) Familien
pathogenetische Mutationen in hMLH1 und hMSH2 eckdl Die Analysen wurden

mit DGGE und Sequenzierung vorgenommen (56).
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Einschrankend muss man bei allen UntersuchungddNfAICC die jeweils geringe

Fallzahl bericksichtigen. Im September 2005 wunie @mfassende Arbeit Uber
Mutationsergebnissen aus Deutschland vertffentlidghs Kollektiv betrug 1377

Patienten, fur die eine Mikrosatellitenanalyse tgefuhrt werden konnte. Bei
Patienten betrug die Rate an MSI-H 72%. Die Muterate fir die Gene hMLH1
und hMSH2 fir die durch die Mikrosatellitenanalysegescreenten Tumore lag bei
56 %. So muss die Mutationsrate fur die nicht efg®nierten Patienten, die
Amsterdamer Kriterien gentgen, mit 40,3 % angegebden. (57)

Nur weitere Untersuchungen und eine Zusammenfiihrdeg Ergebnisse in

internationalen Datenbanken kdnnen die Fragenedgomalen Unterschiede klaren.

4.2 Mutationen im Southern Blot

Die mit dem Southern Blot gefundenen genomischenletaen sind
Veranderungen, die allen auf gDNA basierenden Seteeingsverfahren entgehen.
Mutationsraten im Southern Blot sollten deshalbhnimit denen der direkten
Sequenzierungen verglichen werden.

In dem Paper von Wijnen et al. (48) machten dieogeschen Deletionen von
hMSH2 6.5% der Veranderungen in den HNPCC-Famdies. Taylor et al. fanden
in 12 von 215 (5,6%) britischen HNPCC-Familien Diele von einem oder mehr
Exonen (58). In unserem Untersuchungsgut hatt&8® 7,2 %) Patienten
genomische Deletionen, zwei betrafen hMLH1 und degrafen hMSH2. In Bezug
auf alle pathogenen oder mdglich pathogenen Veranden entsprach das einer
Rate von 5/33 oder 15 %. Ein Vergleich dieser Rrtzahlen war sicherlich
aufgrund der geringen Fallzahl nur bedingt staii$tirelevant.

Die Rate nachgewiesener Mutationen hangt immerdenklinischen Auswahl der
untersuchten Patienten, der untersuchten Genortd den angewandten
Nachweismethoden ab.

Zum anderen mag es andere Karzinompradispositindssye geben, die nicht das
Mismatch Repair System betreffen, aber eine klimes&chnittmenge mit HNPCC
bilden. Lindor et al. untersuchten Familien, diendAmsterdam I- Kriterien
genugten, und verglichen Familien mit MSI-H-Tumonarit Familien mit MSS-
Tumoren. Dabei stellte sich heraus, dass Famillame dNachweis eines Mismatch

Repair Defektes im Vergleich zur anderen Gruppe eine erhdhte Inzidenz von
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kolorektalen Karzinomen und nicht von anderen HNR@@Gvandten Tumoren
hatten. AuRerdem war die erhéhte Inzidenz von Temaignifikant niedriger als fur
die Familien mit einem defekten Mismatch Repairt&ys Sie hat deshalb eine neue

Bezeichnung vorgeschlagen: ,familiare kolorektalrznome Typ X" (85).

4.3 Mikrosatellitenanalyse

Ein defektes Mismatch Reparatur System fuhrt zeregenetischen Instabilitat und
zeigt sich in Replikationsfehlern von kleinen régpetn Sequenzen, den sog.
Mikrosatelliten. Ursache fir diese Mikrosatellitesiabiliat (MSI) kann eine
Keimbahnmutation in einem der Mismatch Repair Gsgie. Zu Beginn der Ara um
HNPCC wurden sie als Charakteristikum der TumoreRahmen des HNPCC-
Syndroms beschrieben (20, 59). Es wurde beobaddss 85-90 % aller HNPCC-
assoziierten Tumore MSI zeigten (9, 22, 59, 60)sédar Erkenntnis nach ist noch
keine pathogene Keimbahnmutation in einem MismB&tepair Gen beschrieben, die
nicht mit MSI einhergenht.

MSI ist aber nicht spezifisch fur HNPCC. Auch 15d%r sporadischen CRC haben
eine MSI (30, 31, 61). MSI kann sowohl Folge eik@imbahnmutation als auch
Folge einer Mutation im Verlauf der KarzinogenesmsEine Hypermethylation des
hMLH1 Promotors fuhrt zum ,Silencing” des Gens wamit auch zur MSI. Dieses
Pha&nomen ist fur die meisten sporadischen MSI Tamarséachlich verantwortlich
und ist vor allem in den Tumoren alterer Patiemerzufinden. (31, 62, 63, 64).

In den rund 20 % der Tumore, die trotz MSI-H Stdteme nachweisbare Mutation
aufweisen , kann eine Mutation in Anteilen den loeitan Genen liegen, die durch
die angewandten Methoden nicht erfasst werden.pigdssveise liegt die Mutation
weiter im Intron. Shin et al. entdecken in 5 % HNRRatienten Mutationen in der
Promotor Region von hMSH2. Die Tumore sind MSI-13)(8

Man kann aber auch spekulativ davon ausgehen atiaese Gene, die am Mismatch
Repair System beteiligt sind, zum momentanen Zekpdir den Menschen noch
nicht erfasst und einer Mutationsanalyse nicht mgliéh sind. Bei der Hefe sind 11

Gene am Mismatch Repair System beteiligt.
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Die Methode der Mikrosatellitenanalyse wurde im Rah eines Ringversuches
validiert (32) und durch die Festlegung des sogh@&sla-Panels standardisiert (26).
Methodenbedingt kann die Mikrosatellitenanalyse mawischen von Mismatch
Repair Defekt betroffenen Tumoren und nicht be&moéin Tumoren unterscheiden.
Ein Hinweis auf das betroffene Gen ist nicht mdglidm Vergleich zur

Immunhistochemie, die auf das mutierte Gen hinwastt dies ein deutlicher
Nachteil.

4.3.1 Technische Probleme der Mikrosatellitenanalyse

Aufgrund von technischen Problemen konnte das Toratarial von 4/44 (9 %) der
Patienten nicht ausgewertet werden

Technische Probleme wurden in der Literatur beeichtv. a. wenn die

Mikrosatellitenanalyse am paraffinisierten Gewebectgefuhrt wurde. Lindor et al.
berichteten, dass die technische Machbarkeit amaffpaerten Gewebe fur die
Mikrosatellitenanalyse etwas schlechter war als di@ Immunhistochemie. Sie
berichtete von drei vorbestrahlten Rektumkarzingnféndie bei 3 % Tumorzellen
im Resektat die Tumor DNA fur die Mikrosatellitersdyse nicht ausreichte. Eine
immunhistochemische Farbung an den Zellinseln gejadoch (65). Loukola et al.
berichteten Uber technische Schwierigkeiten beiMi&rosatellitenanalyse und eine
groRe Anzahl an notwendigen Reamplifikationen. Erglich die Ergebnisse der
Mikrosatellitenanalyse mit einem Panel von Markenih der Mikrosatellitenanalyse
von einem einzigen Marker. Es wurde dafur pladiedass bei einer

Ubereinstimmung von 97 % eine MSI-Suche nur mitegineinzigen Marker

(BAT26) durchgefiihrt werden kdnnte (66).

Ein Ubersichtsartikel von Muller et al. beschagigich mit den Schwierigkeiten u.
a. bei der Mikrosatellitenanalyse. Er empfiehlt eeihaser Microdissektion bei

schwierigen, weil heterogenen Tumorbldcken (67).

4.3.2 Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse im Verglaah Literatur

Die Rate an mikrosatelliteninstabilen Tumoren in d&liegenden Arbeit lag ca. 20
% unter der in der Literatur beschriebenen (9,5%2,60). Die Arbeitsgruppe aus
Dresden hat bei 69,2 % der Tumore von HNPCC-Patenteine

Mikrosatelliteninstabilitat und damit eine &hnlichkeate wie in unserer Arbeit
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gefunden. Die Dresdener Arbeitsgruppe wies fundwider mikrosatellitenstabilen
Tumore eine pathogene Mutation nach (35).

Wahlberg et al. beschrieb in seinem untersuchtetierRankollektiv, dass die

Tumore aller Patienten, die eine pathogene Keimialation trugen, hoch

mikrosatelliteninstabil waren (68). Eine Arbeitsgpe in Danemark (Christensen et
al.) fand nur in einem Fall einen diskrepanten Bdfzwischen Mutationsanalyse
und Mikrosatellitenanalyse. Allerdings war die Miga (hMSH2 exonl5 c.834

G>A, Ala>Thr) am ehesten als Polymorphismus zu bmme In allen anderen von

dieser Arbeitsgruppe untersuchten Féllen lag behgewiesener Mutation ein MSI-
H-Status vor. Bei nicht nachgewiesener Mutation kenin vier Féllen eine

Mikrosatelliteninstabilitat gezeigt werden (60).

4.4 Immunhistochemie

4.4.1 Technische Probleme der Immunhistochemie

Obwohl die immunhistochemische Untersuchung dertere an paraffinierten
Gewebe etwas weniger storanfallig war als die Miktellitenanalyse an dem selben
Gewebe (65), gab es auch hier einzelne Tumorpriipadie nicht ausgewertet
werden konnten. 4/147 (2,7 %) Farbungen waren iseran Untersuchung nicht
auswertbar. In einem Fall war die immunhistochehes€arbung normal, aber es
bestand eine Mikrosatelliteninstabilitdt im Tumardueine pathogene Mutation in
hMSH2 konnte nachgewiesen werden. Erstgradig Veiteader Indexperson, die
ebenfalls erkrankt waren und die gleiche Mutatiargén, hatten eine verminderte
Expression von hMSH2 in der Immunhistochemie. E$ gavei mogliche
Erklarungen. Zum einen konnte bei der Indexpersom falsch negatives
Farbeergebnis bestehen. Zum anderen koénnte Inkemsiszwischen MSI und
Immunhistochemie eine Phanokopie vorliegen. DaBdhiglass bei der Indexperson
trotz nachgewiesener Keimbahnmutation ein sporhdscKarzinom vorlage,
welches nur den Phanotyp von HNPCC kopiere.

Im hier untersuchten Kollektiv waren 5/147 (3,4 &&x Proben nicht durchfiihrbar
oder ergaben falsch negative Ergebnisse. Dies ¢adlich niedriger als bei der
Mikrosatellitenanalyse. Dort konnten aufgrund tesbiner Probleme 9% der Proben
(4/44) nicht ausgewertet werden. Im Vergleich zu deeratur waren 97,8 %

aussagekraftige Immunhistochemie ein sehr guteshirg. Christensen el al.
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konnten 28/31 oder 90,3 % der immunhistochemisdhrigeen Schnitte auswerten
(60). Wahlberg et al. gelang nur ftr 50 % der zerfifgung stehenden Tumore eine
immunhistochemische Farbung (68).

Methodenbedingt konnten Unteridentifikationen aaiéin. Der verwandte Klon flr
die Farbung von hMLH1 war immunogen fur das gesdpntgein. Der Antikorper
gegen hMSH2 erkannte das carboxyterminale Endédesins und der Antikoérper
gegen hMSHG6 erkannte die Aminosauren 225-333 iraflertes Proteins.

Proteine, die aufgrund einer Mutation funktionswhtig sind, kdnnen zum Teil von
den Antikorpern erkannt werden. Sei es, dass déik@dwmper gegen einen Teil des
Proteins gerichtet ist, der durch die Mutation higbréandert ist, sei es, dass das
funktionsuntiichtige Protein so grof3 ist, dass etzdem von dem Antikérper

gebunden wird.

4.4.2 Verteilung der verminderten Proteinexpression ai# wderschiedenen

Genprodukte

8 Veranderungen betreffen hMLH1, 14 hMSH2, 15 hMSHB der 15
Veranderungen fir hMSH6 kommen kombiniert mit eileranderung in hMSH2

Vvor.

Untersuchungen zeigen, dass die Stabilitat von h18bh der Heterodimerisation
mit hMSH2 abhéngt. Auf dem Transcript Level scheiiISH6 normal (69).
Plaschke et al. berichteten, das in allen ihreensnchten Tumorschnitten eine
verminderte Proteinexpression von hMSH2 mit eiresminderten Proteinexpression
von hMSH6 einhergeht. Sie zeigten sogar in einelh) &ass ein defektes hMSH6-
Gen mit einer Verminderung der Proteinexpression WdMSH2 verbunden ist,
obwohl hMSH2 nicht exklusiv eine Heterodimerisatimit hMSH6 sondern auch
mit hMSH3 eingeht (35). Bei hMSHG6-defizienten Zeikn erfolgt eine
Kompensation tber eine Hochregulation von hMSH3.(lFOden hier vorliegenden
Untersuchungen gab es zwei Falle in denen eineieis®l negative
Immunhistochemie fur hMSH6 vorliegt. Die Expressimm hMSH2 war normal. In
beiden Fallen lagen Missense Mutationen vor, einnmal hMLH1, die als
Polymorphismus gewertet wurde, und einmal in hMS#ten Pathogenitat unklar
war. Die jeweils pathogene Mutation konnte nichfigden werden.
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Entgegen den Beobachtungen der Dresdener Arbgisgr(B5) lag nicht bei allen
Patienten mit einer verminderten Expression von HEISjleichzeitig auch eine
Verminderung der Expression von hMSH6 vor. UnsegebBnis widersprach der
oben angefihrten fir hMSH6 exklusiven Heterodinaios zwischen hMSH2 und
hMSHG6. In dem einen in unserem Patientenkollek&éfugdenen Fall mit einer
isolierten verdnderten Proteinexpression in hMSH#den in der Southern Blot
Analyse eine Deletion von Exon 1 bis Exon 6 in hNeSgefunden. Zwei mdgliche
Erklarungen sind zu diskutieren. Erstens: Der gedas carboxyterminale Ende
gerichteten Antikorper ist genau gegen das detetiEnde des Proteins gerichtet.
Mdoglicherweise wird ein Restprotein gebildet, da&sse Heterodimerisation mit
hMSH®6 eingeht. Oder zweitens die Farbung von hM&Hfalsch negativ.

4.4.3 Ergebnisse der Immunhistochemie im Vergleich zteratur

In der vorliegenden Untersuchung wurde lediglicim diumor mit pathogener
Mutation mittels Immunhistochemie nicht erkannt.ri&oissetzung war, dass nicht
nur der Tumor der Indexperson, sondern aller bietneh Verwandten untersucht
wurde.

Wabhlberg et al. konnten flr finf Patienten mit einechgewiesenen Mutation keine
verminderte Farbung in der Immunhistochemie findénmal betraf es hMSH2 und
vier Mal hMLH1. Die Mutation fir hMSH2 war eine Bion eines Codons und mit
der Expression eines fast gleich langen, und damiter Immunhistochemie noch
detektierbaren Proteins verbunden. Fir zwei Mutetio in hMLH1 lagen die
Mutationen in spaten Exonen des Gens, so dass amthlangen exprimierten
Proteinen ausgegangen werden musste. Die beideereemdViutationen waren
~Splice Site" Mutationen von Exon 8.

Unabhéngig davon wurden in dem o. g. Paper Sclgkeiten mit der
Immunhistochemie zugegeben ,IHC analysis of MSH& BHLH1 expression was
hampered by a lack of tumor material of sufficignality” (68).

Christensen et al. untersuchten insgesamt 42 Raiewon denen nur 11 den
Amsterdamer Kriterien genugten, mit Immunhistocreeomd Mikrosatellitenanalyse
und Sequenzierung. Fir 13 Tumore wurde eine Mutatechgewiesen. Mit 11 von

diesen 13 Tumoren war es mdglich, eine aussaggaaitnmunhistochemische
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Farbung durchzufuhren. In 9/11 Fallen war eine lg#utverminderte Farbung
vorhanden (60).

4.5 Mikrosatellitenanalyse und Immunhistochemie

Wichtig zur Bewertung der Immunhistochemie und Msatellitenanalyse war der
Vergleich beider Methoden. In der vorliegenden Utsuehung zeigten alle
mikrosatellitenstabilen Tumore konsistent auch &ereranderte Proteinexpression.
Ebenso waren alle Tumore mit einer verminderten blidy in der
Immunhistochemie mikrosatelliteninstabil. Das hieBr negative pradiktive Wert
sowohl der IHC zur Mikrosatellitenanalyse als awden Mikrosatellitenanalyse zur
IHC ist 100 %.

Fur 22 von den 27 mikrosatelliteninstabilen TumoK@i%) der Indexpatienten
konnten verédnderte Proteinexpressionen gezeigt emerth zwei Féllen jedoch
wurde eine richtungsweisende immunhistochemiscmieterte Proteinexpression
in erstgradig Verwandten nachgewiesen. Bei Farlalley Tumore von HNPCC-
Patienten, fur die noch keine Mutation nachgewiesenden konnte, unabhangig
davon, ob der Patient Indexpatient war. ist diergimstimmung mit 24/27 oder 88,9
% anzugeben.

Dennoch wirde uns die Mikrosatellitenanalyse alseséeeningmethode in drei
Fallen weitergehende Ausklnfte geben. In einem dmsen drei Fallen wurde

tatsachlich eine pathogene Mutation gefunden.

Die Dresdener Arbeitsgruppe hat eine noch hohereerdiistimmung von
Immunhistochemie und Mikrosatellitenanalyse gefumde 43 von 44 Tumoren (98
%) war eine Mikrosatelliteninstabilitéat mit eineenminderten Proteinexpression fur
mindestens einen Genort vergesellschaftet (35Qdriet al. konnten in 323/350 (92
%) Tumoren, von denen die Familienanamnese nichawgaufgefihrt wird, einen
MSI-H Status mit einer verminderten immunhistocheshen Farbung in
Ubereinstimmung bringen. Alle MSS oder MSI-L Tumdmatten eine normale
Immunhistochemie (65). Thibodeau et al. (31) fanéare fast vollstandige und
Cawkwell et al. fanden eine vollstandige Uberemstiung von MSI-H und defekter
Proteinexpression bei 66 Tumoren (73) Harverssoalerzeigten an 128 Patienten,

dass die Immunhistochemie mit einer Sensitivitit 92% und einer Spezifitat von
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100% einen MMR defizienten Tumor erkennt. (74). AuCaldes et al. bestatigten
die guten Ergebnisse der Immunhistochemie. Sie tkonim ihrer Untersuchung von
28 HNPCC-Patienten eine Sensitivitat von 100% elnezi (75).

4.6 Sequenzanalyse

In dem unten aufgefuhrten Schema wurde bewuss¥ldibode zur Sequenzanalyse
offengehalten.

Die Mutationsanalyse wurde in der vorliegenden Arbgdurch DGGE und
Sequenzierung durchgefuhrt. Die DGGE wurde im Las#éer Entwicklung so
verfeinert, dass ein Einzelbasenaustausch mit &aé bis zu 100% erkannt wird
(39). Die DGGE wurde zur Mutationanalyse von andegenetischen Erkrankungen
angewandt, bei denen die Erkrankung durch eine efbazenverdnderung
hervorgerufen wird (76, 77). Die Methode der DGGEeitabliert und hinreichend im
Vergleich zur direkten Sequenzierung untersuchtjass in der vorliegenden Arbeit
die Mutationssuche fiir alle Patienten auf der 8asn DGGE erfolgt (40, 41).
Alternativ. zur DGGE steht die ,denaturing high-merhance liquid
chromatography” (dHPLC) zur Verfiigung. Diese Metkdghsiert auf der Detektion
von Heteroduplexes von PCR-Produkten in der lonamuestausch-
Flussigkeitschromatographie (,ion-pair reverse phdsigh-performance liquid
chromatography*). Hitzedenaturisierung in einem tAoéril Gradienten fuhrt zur
Hybridbildung von Wildtyp und Mutant, welche zu einverkirzten Retentionszeit
in der Chromatographie-Saule fuhrt. Nach Identtficavon Sequenzvarianten sollte
dann wie in der DGGE eine Sequenzierung erfolgene Eleutsche und eine
polnische Arbeitsgruppe haben dieses VerfahrenMutationsanalyse mit einer
gro3en Patientenanzahl tberprift. Holinski-Fedeasilekamen auf eine Sensitivitat
von 97 % und eine Spezifitdt von 100 % (81). Ebegate Ergebnisse hatten
Kurzawski et al. (82). Das Verfahren besticht dudhnelligkeit, Automatisierung

und Kostenreduktion im Vergleich auch zur DGGE.

4.7 Bewertung der Prescreeningverfahren und Vorschlag Ur einen

Diagnosealgorithmus

Zusammenfassend kann man sagen, dass in unserersiiitung mit einer

Ausnahme alle pathogenen Mutationen bei vollsté@rdigntersuchung durch die
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Immunhistochemie als Prescreeningmethode idemtfizivurden. Eine Mutation

wurde bei nicht auswertbarer Immunhistochemie \&spa

Alle pathogenen Mutationen waren, wenn sie einerkrd4iatellitenanalyse

unterzogen werden konnten, MSI-H. Auch diese Methald Prescreeningmethode
hatte in unserer Untersuchungsreihe auf alle pagfethen Mutationen

hingewiesen.

Die Mikrosatellitenanalyse war im Vergleich zur Imnhistochemie aufwendiger
und anspruchsvoller durchzufiihren. In der hieriggdnden Untersuchung flhrten
technische Probleme dazu, dass 9 % der Mikrodatsnalysen und 2,7 % der
immunhistochemischen Untersuchungen nicht auswentbeen.

Die Immunhistochemie war einfacher und kostenggestiDie Kosten machten nur
14 -28 % der Kosten der Mikrosatellitenanalyse Reibniak et al. (78) aus.

Bei auffallig konkordanten und damit auch redundantErgebnissen von

Immunhistochemie und Mikrosatellitenuntersuchungisste man Uberlegen, ob die
Untersuchung der Mikrosatelliteninstabilitat sinhvevar. Diese aufwendige und

durch schwankende DNA-Qualitéat - insbesondere Belidrung der DNA aus

Formalin fixiertem und in Parafin eingebettetem @&be - schwierige Methode
konnte durch die Immunhistochemie ersetzt werdeme BDier vorliegenden

Ergebnisse legten diesen Schluss nahe. Neben afachheit in der Durchfiihrung

und der Kosteneffizienz konnte das Ergebnis der ummstochemie zusatzlich auf
das entsprechend mutierte Gen hinweisen und soemnt 8Sequenzieraufwand
verringern.

So kénnen wir nicht dem Vorschlag von Wahlbergletodgen, der die MS-Analyse

als Hauptprescreeningverfahren vorschlagt. Flgibhes zu viele Tumore mit einer
nachgewiesenen Mutation und normalem immunhisto@dwan Farbeergebnis. In
seinem untersuchten Patientengut waren es 21 %Eé8Jns gab es nur einen Fall
einer nicht interpretierbaren Farbung und gleidigevorliegender pathogener
Mutation. Die danische Arbeitsgruppe, die eine i@hel Analyse mit deutlich

weniger Patienten durchgefihrt hat, als hier vegglteilt unsere Vorgehensweise
und empfiehlt die Immunhistochemie (60). Stormorleinal. halten ebenfalls -

basierend auf Untersuchungen von 56 Familien - ldmenunhistochemie in

Kombination mit den Amsterdamer Kriterien fUr eirolpates und kosteneffizientes

Mittel, um Patienten zur Mutationsanalyse auszuii80).
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Aufgrund der hier vorliegenden Arbeit bestatigt adurdie Beobachtungen in der
Literatur wird eine Vorgehensweise basierend auf bemunhistochemie als
primares Prescreeningverfahren gemal der unteneféabften Flow Chart
vorgeschlagen.

Wenn mdoglich sollten alle Tumore von Patienten Rotorektalen Karzinomen
immunhistochemisch untersucht werden.

Bei vermindertem Farbeergebnis ist die Mutationsaeaflir das entsprechende Gen
angezeigt.

Ist die immunhistochemische Farbung aller Genedgledwormal, hangt die weitere
Vorgehensweise davon ab, ob die Patienten aus &msterdamer Familie stammen
oder den Bethesda Kriterien geniigen.

Bei Karzinomen, die sporadisch oder in einer Bethdsonstellation auftreten, wird
auf eine weitere labortechnische Untersuchung eketzi.

Fur Patienten aus Amsterdam | und II-Familien ernlefe wir &hnlich wir Vasen et
al. (79) bei normaler immunhistochemischer Farbemge Mikrosatellitenanalyse
anzuschliel3en.

Liegt eine Mikrosatelliteninstabilitat vor, ist diurchfihrung der Sequenzanalyse
indiziert.

Eine weitere onkologisch klinische Betreuung er@spend dem personlichen
Risikoprofil ist angeraten.

Ist auch bei Amsterdamer Familien der Tumor MSS ahde Verénderung in der
Immunhistochemie sollte die Familie klinisch betraund auf das Erfordernis
intensivierter Vorsorge- und Friherkennungsmalnahfiie alle Verwandten der

Indexperson hingewiesen werden.
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Karzinome Karzinome Karz‘iﬂnor‘ne
Bethesda Ams1l + Ams2 ~ sporadisch
A4
IHC
normal @mind@
_ MSI L
YY YVYY
Nur Klinische Sequenz-
Betreuung analyse

Abbildungl: Flow-Chart zur Anwendung der Prescregi¥erfahren
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Sandra Vossen-Holzenkamp
Der Stellenwert der Inmunhistochemie und Mikrosatellitenanalyse als Prescreeningverfahren
zur Identifikation von Mutationen bei Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC)

Zielsetzung:

HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer) ist eines der hidufigsten
Karzinomprédispositionssyndrome, die einer molekulargenetischen Diagnostik zugéinglich sind.
Mutationstrager profitieren von der Kenntnis ihres Status, weil durch geeignete
Friiherkennungsprogramme Vorstufen oder Friihkarzinome erkannt und geheilt werden kénnen. So
muss es Ziel sein, bei hinreichendem klinischen Verdacht, eine moglichst kosten- und zeiteffiziente
Mutationsdetektion durchzufiihren. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Stellenwert der
Untersuchung der Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) und der immuhistochemischen Untersuchungen
(IHC) fir A(MLH1, hMSH2 und hMSHE6 als Prescreeningverfahren vor DGGE (Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) und Sequenzanalyse in der Mutationssuche zu evaluieren.

Material und Methoden:

Die Studie schloss 69 Patienten ein, die den strengen Amsterdam-I-oder II-Kriterien geniigten. Es
wurde bei allen Patienten eine Sequenzanalyse durchgefiihrt. Als Prescreeningverfahren dienten die
Mikrosatelliteninstabilitéit am Paraffin-eingebetteten Tumormaterial und die Immunhistochemie. Als
Marker fand das ,,Bethesdapanel“ Verwendung. Immunhistochemisch wurden die Proteinprodukte von
hMLHI1, hMSH2 und hMSH6 entsprechend dem Protokoll der ICG-HNPCC (International
Collaborative Group of HNPCC) untersucht. Unabhingig von MSI und IHC erfolgte die DGGE-
Untersuchung fiir alle drei Genorte. Bei Verdacht einer Mutation in der DGGE folgte die direkte
Sequenzanalyse als geforderter Goldstandard. Zusitzlich wurde ein Southern Blot durchgefiihrt, um
Exonverluste nachweisen zu kénnen.

Ergebnisse:

Von den 69 Patienten lag von 51 Patienten Tumormaterial zur Untersuchung von MSI und zur
immunhistochemischen Féarbung vor.

In der Mikrosatellitenanalyse waren 28/42 (67%) der Tumore hochinstabil. Verénderungen der
Proteinexpression waren in 25/50 (50 %) Tumoren nachweisbar. In allen Fllen, in denen eine
verdnderte Proteinexpression vorlag, lag auch ein hochinstabiler Mikrosatellitenstatus vor. Ebenso gilt,
dass fiir keinen mikrosatellitenstabilen Tumor eine verdnderte Proteinexpression gezeigt werden
konnte.

In der Sequenzanalyse mit DGGE und direkter Sequenzierung von 69 Patienten wurden in 35
Patienten 41 Sequenzverinderungen gefunden. 20 Mutationen sind als pathogen und 8 als unklar
pathogen identifiziert worden. Die Southern Blot Untersuchung wurde an 48 Patienten durchgefiihrt.
Es wurden 5 genomische Deletionen nachgewiesen.

Die Immunhistochemie und die Mikrosatellitenanalyse konnten alle pathogenen Mutationen sicher
erfassen, wenn sie konsequent angewandt wurden und auswertbar waren.

Fazit:

Immunhistochemie und Mikrosatellitenanalyse konnten als Prescreeningverfahren an einer grofien
Anzahl von HNPCC-Patienten (n=69) nach Amsterdamer Kriterien durchgefiihrt werden. Alle
Tumore, die eine verinderte Proteinexpression aufwiesen, waren mikrosatelliteninstabil. Sowohl die
Mikrosatellitenanalyse als auch die Immunhistochemie wiesen in dieser Untersuchung sicher auf das
Vorliegen einer pathogenen Mutation hin.

Diese Arbeit belegt, dass es zur Effizienzsteigerung gerechtfertigt ist, zunichst die Inmunhistochemie
als Prescreeningverfahren als einfacheres, billigeres und sicheres Verfahren anzuwenden. Zusitzlich
bietet die Immunhistochemie die Méglichkeit, die weitere Mutationsanalyse mittels DGGE und
Sequenzanalyse auf einen Genort zu beschrinken. Alle Karzinome von Patienten, die cine besondere
Risikokonstellation aufweisen wie junges Alter (< 50 Jahre), syn- oder metachrone Karzinome oder
eine familidre Haufung sollten immunhistochemisch untersucht werden. Zusitzlich ist bei Patienten,
die aus Familien stammen, die den Amsterdamer Kriterien geniigen, und ein normales Farbeergebnis
in der Inmunhistochemie zeigen, es gerechtfertigt, eine Mikrosatellitenanalyse anzuschlieBen. Es
wurde ein Flow Chart zur Anwendung der Prescreeningmethoden/entwickelt.






