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1 Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom

Jedes Jahr erkranken weltweit mehr als eine MilMenschen an einem kolorektalen
Karzinom (KRK) und Uber die Halfte versterben daf@arcia et al. 2007).

In Deutschland wird jahrlich bei etwa 71.000 Merestidiese Diagnose gestellt, und
circa 30.000 Patienten sterben an den Folgen dearliung. Damit ist das kolorektale
Karzinom in Deutschland sowohl bei Mannern als doehFrauen die zweithaufigste
maligne Tumorerkrankung (weltweit die dritthAufgjstund auch die zweithaufigste
Krebstodesursache (weltweit die vierthaufigste) hvé#ad vor dem 40. Lebensjahr das
KRK noch sehr selten ist, findet man zwischen déin uhd 85. Lebensjahr einen
exponentiellen Anstieg der Erkrankung (Krebs in 8ebnland 2008).

Die Inzidenz des KRK hat sich von 1960 bis 1980ezahverdoppelt und war danach
Uber einige Jahre auf hohem Niveau stabil. In @eztdn Jahren wird wieder eine leicht
steigende Tendenz festgestellt. Das Lebenszedrifik ein KRK betragt ungefahr
5-6 %.

Die Inzidenz weist erhebliche geographische Unleesie auf. Die hdchsten
Inzidenzraten finden sich in westlichen Industrieren wie Nordamerika, Australien
und Westeuropa (20-40/100.000/Jahr), die niedmgste Afrika, Asien und
Lateinamerika (1-3/100.000/Jahr) (Muir et al. 1987arkin und Bray 2006).
Migrationsstudien zeigen, dass sich die Inzideneiteenach einer Generation der des
Gastlandes angepasst hat, was den groBen Einfloss exogenen Faktoren
widerspiegelt.

Hier scheinen vor allem Ernahrungsfaktoren und heb#l eine grof3e Rolle zu
spielen. Ein hoher Konsum von fett- und fleischineig ballaststoffarmer Ernahrung,
regelmaRiger Alkoholkonsum und Zigarettenraucherwieso Ubergewicht und
Bewegungsmangel erhohen das Darmkrebsrisiko. WédbHessen zeigen eine
korperliche Aktivitat, ein hoher Anteil von Gemused Pflanzenfasern in der Nahrung,
Vitamin C, Folsaure und Kalzium einen protektiveffiekt. Menschen mit chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen, beispielsweiseti€alicerosa oder Morbus Crohn,

weisen auch ein erhéhtes Krebsrisiko auf (Herol@720
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Kolorektale Karzinome treten zu 15-20 % familiarhgeft auf, ob auf Grund von
Genveranderungen oder einem gemeinsamen Lebemstshisher nicht abschlielRend
geklart (multifaktorieller, polygener Modus). Vemdie ersten Grades von Patienten
mit KRK zeigen ein 2- bis 3-fach erhdhtes Risik@s[CRisiko steigt auf das 3- bis 4-
fache, wenn bei diesem Verwandten das KRK vor démLébensjahr aufgetreten ist
und / oder mehr als ein Verwandter ersten Gradesireem KRK betroffen ist.

5 bis 10 % aller kolorektalen Karzinome entstehehder Grundlage einer erblichen
Disposition, die einen klaren monogenen Vererburgghm erkennen lasst, wobei die
meisten dieser Erkrankungen dem autosomal-domindtfiegang folgen. Hierfir sind
im Wesentlichen zwei Krebssyndrome verantwortlitlas Hereditare Nichtpolypdse
Kolorektale Karzinom (HNPCC) und die Familiare Aderatose Polyposis (FAP).
Seltenere Krebssyndrome sind z.B. das Peutz-Je§yadrom, das Muir-Torre-
Syndrom (MTS), die Familiare Juvenile Polyposis rodas MMR-D (Mismatch-
Repair-Deficiency)-Syndrom.

Etwa 75 % der kolorektalen Karzinome treten spa@dauf, d.h. ohne Nachweis einer

familiaren Haufung und sie sind nicht erblich.

Abbildung 1 zeigt die Haufigkeitsverteilung der éktalen Tumore.

Haufigkeitsverteilung KRK

sporadiscl
(75 %)

positive
seltene Familienanamnes
KRK-Syndrom (15-20 %)

(unter 1 %) EAP HNPCC
(1 %) (1-5 %)

Abb. 1: Haufigkeitsverteilung der kolorektalen Kaame (modifiziert nach Siegenthaler und Blum
2006).
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1.2 Kolorektale Tumorgenese

Die maligne Transformation und Progression desrkétalen Karzinoms beruht wie
bei den meisten soliden Tumoren auf einem Mehmsfutizess, bei dem es zur
Akkumulation von genetischen und epigenetischeraivderungen kommt.

Auf molekularer Ebene kann die Pathogenese derréiktlmlen Karzinome in drei
verschiedenen Gruppen eingeteilt werden: 1. Chromate Instabilitat (CIN),
2. Mikrosatelliteninstabiliat (MSI) und 3. Epigersathe Instabiliat (CIMP).

1.2.1 Chromosomale Instabilitat (CIN)

Im Rahmen der chromosomalen Instabilitdit bei KRK mkat es zu
molekularpathologischen Veranderungen, die von dfeamd Vogelstein (1990) in
einem Mehrschrittmodell beschrieben worden sinderlb&i flihrt eine schrittweise
Progression von Adenomen, die sich aus dysplastisclEpithel entwickeln, in
mehreren Etappen zu einem invasiven Tumor (sogémauenom-Karzinom-
Sequenz). Dieser Prozess wird durch die Inaktivgnmon Tumorsuppressorgenen wie
APC, DCC und TP53 sowie durch die Aktivierung vomkOgenen wie K-ras
unterhalten (siehe Abbildung 2). Dabei sind fur dkarzinomentwicklung
Veranderungen in circa 4-6 Genen notig. Die Folden Akkumulation genetischer
und chromosomaler Veranderungen spiegeln sich inereiAneuploidie und
chromosomaler Instabilitat wider, weshalb die AderAgarzinom-Sequenz auch als

~,Chromosomeninstabilitats-Pathway" bezeichnet wird.

1.2.2 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Beim ,MSI-Pathway“ wird durch Inaktivierung der Mmatch-Reparaturgene,
beispielsweise durch klassische Keimbahnmutatia@uem durch andere Mechanismen
wie Methylierungen, eine fehlerhafte DNA-Replikatio im Bereich der
Mikrosatellitenloci verursacht. Als Folge kodnnen fsliionen in anderen Genen
begunstigt werden (z.B. APC oder K-ras). Ebensa wie Entstehung von KRK durch
einen mutationsbedingten Funktionsverlust in mi&telitenkodierenden Genen wie
z.B. BAX, TFC4, IGFIIR sowie hMSH6, hMSH3 und hMSH#einflusst (siehe
Abbildung 2). Die Mikrosatelliteninstabilitdt zeigich bei 10-15 % der sporadischen
KRK und bei circa 90 % der Patienten mit HNPCC.
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1.2.3 Epigenetische Instabilitat (CIMP)

In den letzten Jahren haufen sich die Hinweises das Teil der MSI-Karzinome
moglicherweise aus bestimmten hyperplastischenp@alyiiber sogenannte ,serrated
adenoma“ entsteht (siehe Abbildung 2). Fir diesgearrated-Pathway” gibt es noch
keine einheitliche Definition und eine klare Abgreng zum ,MSI-Pathway” ist
schwierig. Entscheidend fur diesen Weg ist eingaptische Veranderung, namlich
eine Methylierung von CpG-reichen Stellen (CpG-Imsem Promotorbereich von
Genen (z.B. hMLH1, MGMT, p16) oder Mutationen in BR und K-ras-Onkogenen,
die als CIMP (CpG-island methylator phenotyp) belazeet wird (Jass 2007).

normale Kolon hyperproliferatives epitheliale Neoplasie .
schleimhat Epithe (Adenom Karzinom
T \ / T K-ras DCC- TP53- sporadisches
CIN APC Veranderungen APC Mutation Verlust Deletion  Karzinom
T der Methylierung T SMAD4

MSI —» MMR-Mutationen ——» MSI-Adenom ——» MSI-Karzinom

CIMP —» hyperplastischer Polyp—» ,serrated adenoma“— sporadisches Karzinom

Abb. 2: Multistep-Karzinogenese des KRK (modifiziaach Fearon und Vogelstein 1990, Siegenthaler
und Blum 2006).

Nach der Art der primaren genetischen Storung kdnmgei Gruppen von
tumorrelevanten Genen unterschieden werden: Tumprsssorgene, Onkogene und
DNA-Reparaturgene (Mutatorgene). Wahrend Tumorsaggargene und Onkogene
normalerweise das Zellwachstum (Proliferation) direl Zellreifung (Differenzierung)
der Zellen regulieren, kontrollieren DNA-Reparatmg die korrekte Vervielfaltigung
der genetischen Information bei der DNA-ReplikatioMutationen in DNA-
Reparaturgenen, die zu einem Ausfall der Reparatcinanismen fuhren, kdnnen eine
erhohte Mutationsrate zur Folge haben (,Mutator#eiyp“ bei KRK).
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1.3 DNA-Reparatursysteme

Die DNA, das Erbgut einer Zelle, ist besonders englith flr chemische
Veréanderungen oder den Austausch eines DNA-NukleotSolche DNA-Schaden
kobnnen spontan im Verlauf der DNA-Replikation odéurch die Einwirkung

mutagener Substanzen (z.B. alkylierende Verbindungelycyklische Kohlenwasser-
stoffe, Radikalbildner und Basenanaloga), UV-Liakder ionisierender Strahlung
verursacht werden.

Es existieren unterschiedliche DNA-Reparatursysiedie Schaden in der DNA
erkennen und beheben koénnen: Die Reversions-RepafRER, ,direkte“ DNA-

Reparatur), die Basen-Exzisions-Reparatur (BER), Mismatch-Reparatur (MMR),
die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) und die &ekinations-Reparatur (RR) mit
der Homologen Rekombination (HR) und der Nicht-Htogen-End-zu-End-
Verknupfung (NHEJ). Dadurch wird verhindert, dagdA3Schaden akkumulieren, die
Transkription von Genen blockieren, die DNA-Replita stéren und sich als
Mutationen manifestieren.

Mehreren hereditaren Tumordispositionserkrankundexgen Defekte in DNA-

Reparatursystemen zu Grunde (siehe Tabelle 1).

Tab. 1: Defekte in DNA-Reparatursystemen und darassltierende hereditére Krebssyndrome mit den
beteiligten Genen und der Art der Vererbung. Gratenegte Krebssyndrome fihren zu KRK (AD =

autosomal-dominant, AR = autosomal-rezessiv).

Art der DNA- Krebssyndrom Betroffene Gene Erbgahg
Reparaturdefekte
e Koirekaaies Karginom - "MLHL BMSHZ AMSHG, 4
(HNPCC) ' ’
Mismatch-Repair-Deficiency hMSH2, hMLH1, hMSHS6, AD
(MMR-D)-Syndrom hPMS2
Muir-Torre-Syndrom (MTS) "hMSH2, hMLH1, hMSH6  AD
Turcot-Syndrom hMLH1, hMSH2, hPMS2, AD/AR
(TS oder BPS) hMSH6
MUTYH-assoziierte
BER-Defekte Polyposis (MAP) MUTYH AR
NER-Defekte Xeroderma pigmentosum XPA-XPG AR
RR-Defekte Ataxia-telangiectasia ATM AR
Fanconi-Anamie FANCA-FANCN AR
Nijmegen-Breakage-Syndrom NBS1 AR
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1.3.1 Mismatch-Reparatur (MMR)

Die MMR Kkorrigiert Einzelbasenfehlpaarungen sowresertions-Deletionsschleifen
(Indel-Schleifen) von bis zu acht Nukleotiden. Denste Schritt der MMR, die
Erkennung und Bindung der Fehlpaarung, erfolgtBgtaryoten durch den MudS
Komplex, welcher aus den beiden Untereinheiten M$iH&@ MSH6 besteht. Dieses
Heterodimer erfasst vor allem Fehlpaarungen unsh&lndel-Schleifen, wahrend ein
zweiter Komplex, MutSI3 aus MSH2 und MSH3, auch d&agSchleifen erkennt.
Anschlie3end lagert sich an das Heterodimer einenaxi Komplex, Mutk (besteht
aus den Untereinheiten MLH1 und PMS2), an. Die gerfRolle dieses Heterodimers
ist bei Eukaryoten noch nicht ausreichend gekl&dhrscheinlich liegt die Aufgabe in
der Vermittlung des Fehlererkennungssignals des t8NHeterodimers an die
Exzisionsmaschinerie. Eine Reihe verschiedenermtist an der Exzision und der
folgenden Neusynthese beteiligt (z.B. Endonukle&sanuklease 1, RPA, PCNA,
DNA-Polymerase, Helikase, Ligase) (Peltomaki 2001).

Der schematische Ablauf der MMR ist in Abbildungi&sammengefasst.

Basen-
Fehlpaarung(en)

®

CAAGCT ——
ACCTAG

1-bp mismatcr/ \ 6-bp mismatch

MutSo Mut
_ Musa _ Mutsp

MSH2 MSHE MSH2 SH3
Priméare
Erkennung N ‘

' '

—

MutLo MutL o
f_)%
MLH1 PMS: MLH1 PMS:
Sekundare
Erkennung
Exzision
l Polymerisation l
G Ligation CAAGCT ————
Korrektur c GTTCoGA

Abb. 3: MMR-System beim Menschen. Die beiden Hetenere Mut® und Mut$ binden die
fehlgepaarte(n) Base(n). Nach Anlagerung des Heitmers Mutla wird der Strang exzidiert und in der
Folge neu polymerisiert und ligiert (modifiziertataLindahl et al. 1997).
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1.3.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

Die BER ist eine der haufigsten Reparaturarten emtfernt hauptsachlich veranderte
DNA-Basen (vor allem oxidierte und alkylierte DNAaBen) und AP-Stellen
(A-Purine / A-Pyrimidine) aus der DNA.

Geschadigte DNA-Basen werden durch schadenspdmfisDNA-Glykosylasen
entfernt. Danach wird durch eine AP-Endonuklease miin nicht mehr besetzte
Desoxyribose ausgeschnitten. Anschlielend synibtiine DNA-Polymerase,
abhangig von der komplementaren Base, auf demrfegitn Strang die korrekte Base.
Der verbleibende Einzelstrangbruch wird durch egeake geschlossen und der Fehler

ist somit korrigiert.

1.4 Intention der Arbeit

Funktionsstérungen in DNA-Reparaturgenen haben eif@hte Mutationsrate zu
Folge und beschleunigen die Krebsentstehung.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand neuester Literatarzustellen, wie Funktions-
stoérungen in DNA-Reparaturgenen als Risikofaktardig Entstehung von erblichen
kolorektalen Karzinomen von Bedeutung sind.

Im folgenden Ergebnisteil werden zum einen hereglitrebssyndrome beschrieben,
die KRK verursachen, und ihre Verbindung zu DNA-&gpurgenen aufgezeigt und
zum anderen dargestellt, wie genetische und epigehe Keimbahnmutationen in

einzelnen DNA-Reparaturgenen mit KRK verknipft sind



2 Ergebnisse

2.1 Mismatch-Reparaturgene

Die Hauptaufgabe der Mismatch-Reparaturgene liegter Erkennung und Reparatur
von Basenfehlpaarungen und kleinen Insertions-Reldtionsfehlern, die wahrend der
DNA-Replikation auftreten. Ein funktionsfahiges MMR/stem kann die DNA-

Mutationsrate um das 1000-fache reduzieren. BeereiDefekt in den Mismatch-

Reparaturgenen kommt es zur Ansammlung von muttiBleplikationsfehlern.

In der Literatur wird eine Mutation, die eine erb&iMutationsneigung auslost, als
~.Mutator-Mutation“ bezeichnen. Der daraus resuéiiete ,Mutator-Phanotyp” erhéht
die Wahrscheinlichkeit, dass die Zelle durch Muatag¢n in bestimmten (z.B.

wachstumsregulierenden) Genen Schritt fur Schuittikezebszelle entartet.

Im folgenden Abschnitt werden vier hereditdre Tudmgpositionssyndrome

beschrieben, die mit kolorektalen Karzinomen vegthgind, sowie ihre Verbindung

zu Keimbahnmutationen in MMR-Genen dargestellt.
2.1.1 HNPCC

2.1.1.1 Beschreibung und klinische Charakteristika

Das HNPCC (Hereditares Nichtpolyptses Kolorektakeszinom), auch Lynch-
Syndrom genannt, stellt mit circa 5 % aller koldedéén Karzinome die haufigste Form
der autosomal-dominant vererbten DickdarmkarzindargVasen 2007).
Charakteristisch fur das Syndrom ist das Auftretem Karzinomen proximal der
linken Kolonflexur sowie die Assoziation mit Karpimen in anderen
Organlokalisationen u.a. im Endometrium, im MagenPunndarm, im hepatobiliaren
System und in den ableitenden Harnwegen (Vasen)2007

Eine frihere Unterteilung des HNPCC-Syndroms in dhyh (ausschlief3liches
Vorliegen von kolorektalen Karzinomen) und Lynch{Huséatzlich extrakolonische
Karzinome) wird seit der molekularbiologischen Gherisierung des Syndroms nicht
mehr angewandt.

Nachdem kein charakteristischer Phanotyp fur daPEG-Syndrom existiert, wurden
1990 durch die International Collaborative Group EHNPCC (ICG-HNPCC) als
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Grundlage fur die klinische Diagnose die Amsterdanterien | eingefiihrt (Vasen et
al. 1991). Um auch extraintestinale Karzinome mit erfassen, wurden die
Amsterdam-Kriterien 1 1999 auf die Amsterdam-Kiiger |l (siehe Tabelle 2) erweitert

(Vasen et al. 1999).

Tab. 2: Amsterdam-Kriterien Il zur Diagnose des HINIP

Amsterdam-Kriterien Il

Alle Kriterien mussen erfillt sein:

- Mindestens drei Familienangehoérige mit HNPCC-assdeim Karzinom (Kolon,
Rektum, Endometrium, Dinndarm, Urothel, hepatot)ilia

- Einer davon Verwandter ersten Grades der beideerand
- Erkrankungen in mindestens zwei aufeinander folgar@enerationen
- Mindestens ein Patient mit der Diagnose eines IKaras vor dem 50. Lebensjahr

- Ausschluss einer Familidaren Adenomatdsen Polyp@sisP)

- Die Tumore sind histopathologisch gesichert

Da nicht alle Patienten, beziehungsweise Familgiga, sehr strengen Amsterdam-
Kriterien erfullen, wurden 1996 die Bethesda-Kigardefiniert (Rodriguez-Bigas et
al. 1997) und 2002 eine revidierte Fassung (Revstbesda Guidelines, siehe Tabelle
3) erstellt (Umar et al. 2004). Werden die Bethdsdeerien erflllt, besteht die

Indikation flir eine molekulargenetische Analyse.

Tab. 3: Revidierte Fassung der Bethesda-Kriterien.

Revised Bethesda Guidelines

- Diagnose eines kolorektalen Karzinoms vor dem gbensjahr

- Vorliegen von synchronen, metachronen kolorektaleser HNPCC-assoziierten
Tumoren, unabhangig vom Alter

- Diagnose eines kolorektalen Karzinoms mit MSI-Htblisgie bei einem Patienten unter
60 Jahre

- Patient mit kolorektalem Karzinom und einem Verwandersten Grades mit eingm
HNPCC-assoziierten Tumor, davon einer vor dem Bbelnsjahr diagnostiziert

- Patient mit kolorektalem Karzinom und zwei oder neebn erst- oder zweitgradigen
Verwandten mit der Diagnose eines HNPCC-assozieftemors, unabhangig vom
Alter
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Die Erstmanifestation von kolorektalen Karzinomegt bei Individuen mit HNPCC
bei durchschnittlich 46 Jahren und somit circa zwahrzehnte friher als das
Manifestationsalter bei sporadischen kolorektalenarzihomen. Auch die
extrakolonischen Neoplasien treten deutlich frilerf als die entsprechenden
sporadischen Formen (Mecklin et al. 1994, Vaser7R00@erschiedene Studien haben
gezeigt, dass HNPCC-Patienten mit Keimbahnmutaticnd hMSH2 ein signifikant
hoheres Risiko tragen, an extrakolonischen Karzemrmu erkranken, als hMLH1-
Trager (Vasen et al. 1996, Lin et al. 1998).

Die Penetranz des Krankheitsbildes ist mit Ube8&ehr hoch und abhangig vom
Geschlecht (hoheres Risiko fur Manner) und der det betroffenen MMR-Gene
(h6heres Risiko bei hMSH2-Mutationen, niedrigerad@anz bei hPMS2-Mutationen)
(Dunlop et al. 1997, Vasen et al. 2001, Truningeale2005). Ein weiteres typisches
Merkmal des HNPCCs ist das Auftreten von multiplermoren. Laut Vasen (2007)
betragt die Rate metachroner und synchroner kdaekKarzinome 18 %.

Das HNPCC-Syndrom zeigt keine auffallige Polyperitwdg wie das FAP (die Anzahl
der Adenome variiert beim Lynch-Syndrom nur voneeainbis einige wenige) und
erschwert hierdurch die Abgrenzung zum sporadischeRK. Der Name
»nichtpolyptses Kolonkarzinom* ist im Hinblick adfe Tumorentstehung irrefiihrend,
da auch fur dessen Entstehung in der Regel die dxddfarzinom-Sequenz
zuzutreffen scheint. Die Progression vom Adenom zKarzinom verlauft bei
HNPCC-Patienten deutlich schneller (unter 3 Jahaénpei sporadischen KRK (10-15
Jahre). Dazu sind die Adenome grof3er, weisen didberen Dysplasiegrad auf und
zeigen einen erhohten Anteil mit villbsem Wachstomster im Vergleich zu
Kontrollpersonen (Vasen et al. 1995, Vasen 2007).

Histopathologisch zeigt sich beim HNPCC-assozirertkolorektalen Karzinom
Uberwiegend ein schlecht differenzierter, muzinés@dumor mit starker
Lymphozyteninfiltration und lymphoiden Aggregatem dumorrand (Jass 1998, Jass
et al. 2002).

Die HNPCC-assoziierten Karzinome zeigen ein vemgeades Wachstumsverhalten
und streuen seltener lymphogene und hdmatogenestdséa. Patienten mit HNPCC-

assoziierten Karzinomen und sporadischen MSI-p@sitikolorektalen Karzinomen
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scheinen eine bessere Prognose zu haben als Patidig an einem sporadischen MSI-
negativen kolorektalen Karzinom erkrankt sind (Ckeal. 1997, Gryfe et al. 2000).

2.1.1.2 Molekulargenetik

Zum ersten Mal wurde 1913 von Dr. Warthin, bekaaist,Vater der Krebsgenetik®,
eine Familie beschrieben, die eine scheinbare §pyésition fir kolorektale Karzinome
und Karzinome der weiblichen Genitalorgane zeigtéarthin 1913). Im Jahr 1966
identifizierte Lynch dann zwei grof3e Familien, dien gleichen Phanotyp im
Krankheitsbild aufwiesen wie vorher von Warthin ddf@eeben und demonstrierte, dass
die Veranlagung fur kolorektale Karzinome und bestien anderen Tumoren einem

autosomal-dominanten Vererbungsmuster folgt (Lyetchl. 1966).

Ein typischer HNPCC-Stammbaum ist in Abbildung 4géastellt.

R
);3

A

4 5 2{6

Uterus-Ca (40) KRK KRK
[l
KRK (49) Diinndarm-Ca KRK (43,65)
Blasen-Ca (65) (62) KRK (50)

Abb. 4;: Stammbaum einer klassischen HNPCC-Farmitied(fiziert nach Heinimann 2000). Die Art des
aufgetretenen Tumors ist unterhalb des Symbolsediilfigt, das Diagnosealter wurde in Klammern

gesetzt.

Erst Anfang der 90er Jahre konnte der molekularehdeismus fur das HNPCC-
Syndrom aufgeklart werden. Man fand heraus, dassPCDiPatienten im

Tumorgewebe eine Instabilitat der Mikrosatellitemfveeisen, die auf Mutationen in
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den Mismatch-Reparaturgenen zuruckzufihren ishéfist al. 1993, Leach et al. 1993,
Bronner et al. 1994, Nicolaides et al. 1994).

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Mikrosatelliten sind repetitive, meist nicht kodtede Mono-, Di-, Tri- oder
Tetranukleotidsequenzen, die Uber das gesamte Gerdeilt vorkommen und sich
zwischen 10- und 60-mal wiederholen kénnen. Dieahhzler Motivwiederholungen
kann individuell variieren (Polymorphismus), istealin allen Zellen eines Organismus
gleich. Innerhalb Mikrosatellitensequenzen treténfly DNA-Replikationsfehler auf,
die durch das intakte Mismatch-Reparatursystem naetkaund korrigiert werden
konnen.

Da bei HNPCC-Patienten meistens eine Mutation mM®&R-Genen vorliegt, kommt
es zu einer Mikrosatelliteninstabilitat (MSI), auals ,replication error phenomenon®
(REP) bezeichnet, die sich in einer Mikrosatellitgmgendifferenz zwischen Tumor-
und Normalgewebe ausdriickt (Aaltonen et al. 1998bddeau et al. 1993). Nach
Boland et al. (1998) werden Tumore als hoch inktainigestuft (MSI, MSI-High,
MSI-H), wenn mehr als 30 % der getesteten Lochaini$sind.

Wahrend in mehr als 90 % der hereditaren HNPCC-Tambochfrequente
Mikrosatelliteninstabilitdten gefunden werden, &agbei sporadischen kolorektalen
Tumorerkrankungen in nur 15 % der Falle MSI voru(let al. 1995, Boland et al.
1998). So beschrieben beispielsweise Aaltonen é984 eine MSI bei 86 % der KRK
und in 57 % der Adenome von HNPCC-Patienten, wiédhrea bei sporadisch
aufgetretenen KRK nur bei 16 % und in den Adenotediglich bei 3 % zu einer MSI
kam. Bei HNPCC-assoziierten Endometriumkarzinomeitdexkte Risinger et al.
(1993) in 75 % eine MSI (im Vergleich zu 17 % beiosadisch auftretenden
Endometriumkarzinomen).

Die Instabilitat der Mikrosatelliten dient somit salexzellenter Marker fur die
Auffindung von MMR-Defekten und es wird als unndggachtet, bei Patienten mit
mikrosatellitenstabilen Tumoren nach Keimbahnmaten in MMR-Genen zu suchen
(eine Ausnahme bilden Familien mit hLMSH6-Mutationsiehe unten) (Lynch und de
La Chapelle 2003).

12
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Meistens liegen Mikrosatelliten in nicht kodierendBNA-Abschnitten. Insertions-
oder Deletionsfehler fihren deshalb zu keiner wag#&en Proteinfunktion. In einigen
Genen jedoch befinden sich die Mikrosatelliten,stegis Mononukleotidsequenzen, in
kodierenden Regionen und eine MSI kann hier zu Eshift-Mutationen und so zu
veranderten Proteinen filhren. Bei kolorektalen Kamen mit MSI-H konnten im
Tumorgewebe Alterationen in verschieden Gengruppehgewiesen werden. Deren
Gene kodieren fur Proteine der Signaltransdukticd@RR1RII, IGFIIR)(Markowitz et
al. 1995, Parsons et al. 1995), fir Apoptose uffldrimmation (z.B. BAX) (Rampino et
al. 1997), fur Transkriptionsregulatoren (z.B. T@F{Duval et al. 2000) und fur
Proteine der DNA-Reparatur (z.B. RAD50, hMSH6, hN&SHMLH3) (Duval et al.
2001, Ohmiya et al. 2001).

Bisher konnten tUber 500 krankheitsauslosende Kdimbatationen in sechs MMR-
Genen bei HNPCC-Patienten nachgewiesen werden.nEiieerblick vermittelt
Tabelle 4.

Tab. 4: Haufigkeit von MMR-Keimbahnmutationen beNlPICC-Patienten (InSIGHT-Datenbank), Stand
Oktober 2007.

MMR-Gene Chromosomenlokalisation Haufigkeit der Mutationen (%)
hMLH1 3p21-23 254 (49 %)
hMSH2 2p21 191 (37 %)
hMSH6 2p21 47 (9 %)
hPMS1 2031-933 1 (0,3 %)
hPMS2 7p22 12 (2 %)
hMLH3 14024.3 16 (3 %)

Bei HNPCC-Patienten, die die Amsterdamkriterienfiiléen, lassen sich zu 40-80 %
Mutationen in den MMR-Genen nachweisen, bei Vodiegler Amsterdamkriterien 11
sind es 5-50 % (Nystrom-Lahti et al. 1996, Lync®7p Insgesamt kdnnen bei etwa
zwei drittel der HNPCC-Patienten, die die Amsterlatarien erfullen und eine MSI
in den Tumoren aufweisen, Mutationen in den MMR-&enachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnten einige Familien identifizierden, die klinisch den

Amsterdamkriterien entsprechen, aber keine MMR-Gemationen oder MSI
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aufweisen. Es wird vermutet, dass hier eine andeoéekulare Grundlage als ein
defektes MMR-System zu Grunde liegt (Mueller-Kotlale 2005).

Die Karzinogenese kolorektaler Tumore scheint bEINPCC-Syndrom ahnlich dem
postulierten Modell von Fearon und Vogelstein ()9R0 Dickdarmkrebs zu sein, da
in beiden Féallen die Inaktivierung des APC-Gens, Aktivierungen von Onkogenen
(K-ras) und Funktionsverluste von Tumorsuppresswge(DCC und TP53) dazu
fuhren, dass aus einem Adenom ein metastasieréfategiom entsteht (Aaltonen et
al. 1993).

Abbildung 5 veranschaulicht, welche Rolle Mutatione den MMR-Genen bei der

Karzinogenese kolorektaler Tumore spielen kénnen.

TGFRIRI  90%| 4
TCF4 37%
»| BAX 33%
IGFIIR 27%
3
AMLH1 A 4 A 4 A 4 A 4 \ 4
hMSH2 Normales Fruhes Intermediare$ Spates Karzinom Metastasd
hMSH6 Epithe T Adenon T Adenon T Adenon T T
1 APC K-ras DCC TP53 Andere
A A A A A
2

Abb. 5: Auswirkungen von Mutationen in MMR-Genen der Karzinogenese von KRK (modifiziert
nach Lynch 2003).

Mutationen in MMR-Genen fiihren zu einem Mangel aMmBRAProteinen {) und férdern so das
Mutationsrisiko in ,traditionellen Krebsgenen®, wisPC und K-ras Z). Gene mit Mikrosatelliten in
kodierenden Regionen zeigen vermehrt Frameshifatrien, werden inaktiviert und beschleunigen so
vielleicht die Entstehung von Karzinome3).(Das Schaubild4) stellt die prozentuale Haufigkeit aller
kolorektalen Tumoren dar, die MMR-Defekte mit Frami&-Mutationen in diesen Genen aufweisen
(APC = Adenomattse Polyposis Coli, TBERII = Transforming growth factgtl Rezeptor Il, TCF4 =
Transkriptionsfaktor 4, BAX = BCL-2-associated XgHIIR = Insulin like growth factor Il Rezeptor).
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HNPCC-Patienten sind meistens heterozygot in eildMR-Gen, das heil3t sie
besitzen ein normales und ein defektes Allel. DenlEionsverlust von MMR-Genen
erfolgt im Wesentlichen entsprechend der Inaktivigr von Tumorsuppressorgenen
(Knudson-Theorie). Das heil3t bei Vorliegen eineinkeahnmutation (first hit) wird
das verbleibende unveranderte Allel durch somatisthutationen, Verlust der
Heterozygotie (loss of heterocygosity, LOH) oderatiuHypermethylierung inaktiviert
(second hit). Die Inaktivierung des zweiten Alldighrt zu einem Anstieg des
Krebsrisikos, man spricht dann von einer ,Mutatonti&tion®.

In HNPCC-Tumoren mit hMSH2-Mutationen sind zu 9Gétnatische Mutationen und
nur 10 % LOH fur die Inaktivierung des Wildtyp-Alseverantwortlich. Bei hMLH1
sind es vor allem Hypermethylierungen (50 %) und 3u % LOH. Somatische
Mutationen treten hingegen eher selten auf (Hemnein&l. 1994).

Die meisten identifizierten Mutationen in MMR-Genesind Deletionen oder
Insertionen von einem oder mehreren Nukleotidea, z1i Leserasterverschiebungen
(engl. frameshift mutation) fihren sowie Punktmioian, die Fehlsinn-Mutationen
(engl. missense mutation) oder Unsinn-Mutationegli@onsense mutation) zur Folge
haben. Seltener kommen stille Mutationen (englensilmutation) oder Splicing-
mutationen vor. In den letzten Jahren konnte demertswerden, dass auch ,Genomic
Rearrangements® im Sinne grofRer Deletionen und ikafgdnen eine wesentliche

Rolle bei Keimbahnmutationen von MMR-Genen spi€akagawa et al. 2003).

Keimbahnmutationen in hMSH?2

Als erstes Gen wurde das hMSH2-Gen mit HNPCC irbmelung gebracht (Leach et
al. 1993). Das hMSH2-Gen ist 73 Kilobasen grol} besteht aus 16 Exons. Es ist auf
Chromosom 2p22-p21 lokalisiert und kodiert fur 884 Aminosauren groRes MSH2-
Protein. MSH2 bildet mit MSH6 sowie mit MSH3 jeweeHeterodimere (MSH2/MSH6
und MSH2/MSH3). Diese entsprechen den HomologemiiSo. (MSH2/MSH6) und
MutSp (MSH2/MSH3) in Bakterien und sind fur den Starts d¥MMR-System

entscheidend. Wahrend MutSor allem fur die Reparatur von Basenfehlpaarungen

und kleinen extrahelikalen Schleifen verantwortlicdt, repariert Mutf grofere
extrahelikale Schleifen. Da MSH2 Teil beider HetBnoeren ist, aul3ert sich ein
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Mangel dieses Proteins in einem viel starkeren MuBhanotyp als ein Mangel an
MSH6 oder MSH3.

Die Mutationen in hMSH2 stellen mit einem Anteil rvoungefahr 37 % die
zweithaufigsten Keimbahnmutationen bei HNPCC-P#&tiendar (InSIGHT, Stand
Oktober 2007). Das Mutationsspektrum beinhaltetall@m Genomic Rearrangements,
Frameshift- und Missense-Mutationen. Die meisten bisher beschriebenen 191
genetischen Alterationen fihren zu einem trunkreReotein. Bei hMSH2 sind diese
genetischen Veranderungen Uber die gesamte koder@egion verteilt und zeigen
nur andeutungsweise eine gewisse Haufung in eiezdiixons (Woods et al. 2007).
Wahrend trunkierende und Frameshift-Mutationen ir dRegel als krankheits-
verursachend anzusehen sind, handelt es sich bei Missense-Mutationen um
genetische Veranderungen, deren Krankheitswert gorinmicht eindeutig zu
interpretieren ist. Es sind weitere Studien natig, herauszufinden, ob es sich bei den
Missense-Mutationen um neutrale Polymorphismen dKrankheitsbedeutung oder

um klinisch relevante Veranderungen handelt.

Mutationsspektrum bei hMSH2

Genomic Missgnse-
Rearrangeme! Mutationer
31% 17 %
Nonsense-
Mutationer
Splicing- 13 %

Insertioner
Stille Mutationer Deletioner
9 % 24 %

Abb. 6: Graphische Darstellung der prozentualertéfleng der Mutationsarten bei hMSH2 (modifiziert
nach Woods et al. 2007).
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Keimbahnmutationen in hMLH1
Im Jahr 1994 wurde mit hMLH1 das zweite HNPCC veachende Gen identifiziert.
Das Gen ist auf Chromosom 3p21.3 lokalisiert, SBlkdsen gro3 und besteht aus 19

Exons, die fur ein aus 756 Aminosauren aufgebaBtesein kodieren. Das Protein
MLH1 bildet mit PMS2 ein Heterodimer. MLH1/PMS2 #telas humane Homolog
zum prokaryoten Muté dar. Eine Inaktivierung von hMLH1 fuhrt zur Insiigt

beider Proteine (Chang et al. 2000). Da MLH1 int&iren wie MLH3 und PMS1 noch
andere Partner fur eine Heterodimerisation findigyt der Verlust von PMS2 im
Heterodimerenkomplex nicht unbedingt auch zu einstabilitdt des MLH1-Proteins.
Die bis Oktober 2007 durch InSIGHT beschriebene# BBILH1-Mutationen stellen
mit 49 % den grolRten Anteil der MMR-Keimbahnmuta&a. Auch bei hMLH1 sind
die gefundenen Mutationen, mit Ausnahme der RegionExon 16 (54 genetische

Alterationen), relativ gleichmaRig Uber das Gertaitr

Mutationsspektrum bei hMLH1

Genomic Missense-
Rearrangeme Mutationer
24 %

Nonsense-
Mutationer
7%

Splicing-
Mutationer:
Insertioner

Stille Mutationer Deletioner
9% 22 %

Abb. 7: Graphische Darstellung der prozentualertéileng der Mutationsrate bei hMLH1 (modifiziert
nach Woods et al. 2007).
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Keimbahnmutationen in h(MSH6
Das hMSH6-Gen mit einer Grol3e von 27 KilobasenGuomosom 2p16 besteht aus

11 Exons und kodiert fur ein 1360 Aminosauren gessarotein.

Keimbahnmutationen in hMSH6 wurden zum ersten Malahr 1997 von Miyaki et
al. und Akiyama et al. bei zwei japanischen atypescHNPCC-Familien beschrieben,
die beide keine Mutationen in hMSH2- und hMLH1-Geraaifwiesen. In den letzten
Jahren ist die Zahl der identifizierten krankhaitdésenden Mutationen im hMSH6-
Gen standig gestiegen und es sind aktuell 46 Mutati bekannt (INSIGHT, Stand
2007).

Familien mit Keimbahnmutationen im hMSH6-Gen zeigeft einen atypischen
HNPCC-Phéanotyp charakterisiert durch ein spateremifdstationsalter, haufigere
extrakolonischen Neoplasien, vermehrte Endometrarmikome und niedriggrade
Mikrosatelliteninstabilitaten im Tumorgewebe (Akmga et al. 1997, Miyaki et al.
1997).

Keimbahnmutationen in hPMS2
Das Gen hPMS2 umfasst 33 Kilobasen auf Chromosa®2, ipesteht aus 15 Exons

und kodiert fur ein 862 Aminosauren grof3es ProteMS2 ist neben MLH1 der zweite
Bindungspartner im Heterodimer MLH1/PMS2.

Die InSIGHT-Datenbank fur Mutationen listet 12 ve@riedene Mutationen fur hPMS2
auf (Stand 2007). Neben drei Nonsense-Mutationes@i Zsenomic Rearrangements
und einer Missense-Mutation besteht der grof3tedaaibn aus Frameshift-Mutationen
(sechs Mutationen). Fast alle Mutationen flihrenisann trunkierten Proteinen. Funf
dieser Mutationen wurden bei Patienten mit dem dugyndrom beschrieben.

Die Suche nach weiteren hPMS2-Keimbahnmutationed eurch eine grof3e Zahl von
hPMS2-Pseudogenen im menschlichen Genom erschiétterweile wurden 15
verschiedene Pseudogen-Loci nahe dem hPMS2 aufn©bom 7 identifiziert
(Nicolaides et al. 1994, De Vos et al. 2004, Nakagat al. 2004).

Keimbahnmutationen in hPMS1

Das hPMS1-Gen umspannt 13 Exons mit einer Grolle M@h Kilobasen auf

Chromosom 2g31-g33 und kodiert fur ein 932 Aminoséugrofl3es Protein.
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Die einzige bis jetzt publizierte Keimbahnmutatsmom hPMSL1 in einem kolorektalen
Tumor ist eine Nonsense-Mutation. Obwohl PMS1 mitHM ein Heterodimer bildet,
ist es nicht an der Mismatch-Reparatur beteilighgéhle et al. 1999). Im selben
Tumorgewebe konnte spater auch eine hMSH2-Mutatiofgedeckt werden. Ein
Verwandter dieses Patienten entwickelte ein KRK wliienfalls einer hMSH2-
Mutation, jedoch ohne hPMS1-Mutation. Die Pradigioms fir KRK scheint so in
diesem Fall nicht mit hPMS1 sondern mit hMSH2 véiiih zu sein.

Liu et al. (2001) untersuchten HNPCC-Familien, denen keine Mutationen in den
hMLH1-, hMSH2- und hMSH6-Genen vorlagen. In alleidl&n konnte ebenfalls keine
hPMS1-Keimbahnmutation identifiziert werden.

Keimbahnmutationen in hMLH3

Auf der Suche nach neuen, mit hMLH1 interagieren@amen, neben den bereits
bekannten hPMS1 und hPMS2, konnte hMLHS3 identiftareerden. Das Gen hMLH3
ist mit 13 Exons auf Chromosom 14q24.3 lokalisiertd kodiert fur ein 1429
Aminosaure grofRes und 160 Kilodalton schweres Protgelches mit MLH1 ein
Heterodimer bildet (Mutk).

Nach Angaben der InSIGHT-Datenbank fur Mutationesrem bis Oktober 2007 16
krankheitsverursachende hMLH3-Mutationen bekannas Dentspricht 3 % aller
publizierten Gesamtmutationen bei MMR-Genen.

Die Rolle von hMLH3-Mutationen bei der Entwicklungn kolorektalem Krebs wird
kontrovers diskutiert (Liu et al. 2003). Populasstudien von Wu et al. (2001) und Liu
et al. (2003) an HNPCC-Kollektiven unterstitzen Rialle von hMLH3-Mutationen
bei der Entwicklung des Lynch-Syndroms. Man fand K&imbahnmutationen in
hMLH3, zwei Frameshift-Mutationen und ansonsten Missense-Mutationen mit
unklarem Krankheitswert. Einige der hMLH3-Mutationdraten zusammen mit
hMSH2-Mutationen auf. Der MSI-Status der Tumore InNtLH3-Mutationen variierte
von hochgradiger Mikrosatelliteninstabilitat bisitau mikrosatellitenstabilen Tumoren
(Wu et al. 2001, Liu et al. 2003). Drei andere &ndedoch konnten die Rolle von
hMLH3 bei kolorektalen Karzinomen nicht bestatigéoukola et al. 2000, Lipkin et
al. 2001, Hienonen et al. 2003).
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2.1.2 Muir-Torre-Syndrom

2.1.2.1 Beschreibung und klinische Charakteristika
Das 1967 (Muir et al. 1967) und 1968 (Torre 1968jreals beschriebene Muir-Torre-

Syndrom (MTS) ist eine seltene Genodermatose, eonndder Literatur bis 1999 von
Akhtar et al. (1999) nur 205 Falle berichtet werden

Gekennzeichnet ist diese Erkrankung durch das geaeie Auftreten eines
Talgdrisentumors, in 23 % der Falle mit einem keakhnthom (Akhtar et al. 1999)
und mindestens einem viszeralen Malignom ohne gpadierende Faktoren. Die
Talgdrisentumore treten meist in multipler Zahl .atfeben Epitheliomen und
Karzinomen sind Adenome am Haufigsten. Unter deszeralen Neoplasien sind
gastrointestinale Neubildungen mit 61 % am H&auéigstertreten. Davon sind circa
50 % KRK (Horenstein et al. 2007) und 22 % Urogadtumore (Akhtar et al. 1999).
Ungefahr 15 % der weiblichen Patienten mit MuiriBeByndrom entwickeln ein
Endometriumkarzinom (Cohen et al. 1991). Weiterach&ete Manifestationen sind
unter anderem intestinale Polypen (25 % der Falle)stkrebs, Lymphome, Leukamie,
Bronchialkarzinome, Chondrosarkome, Speicheldriseate (Horenstein et al. 2007)
und Morbus Bowen der Vulva (Stewart et al. 1977).

Die Hauttumore kdnnen einem internen Malignom vegaten (22 %), gleichzeitig
auftreten (6 %) oder folgen (56 %) (Akhtar et £99).

Der Manifestationsgipfel der Malignome liegt im @&dh bei 53 Jahren (von
mindestens 23 Jahren bis maximal 89 Jahren). E$ Isde Geschlechter davon
betroffen mit einem Verhéaltnis Manner zu Frauen 8¢h(Horenstein et al. 2007).

Die im Rahmen des MTS auftretenden Malignome haheen geringeren Grad von
Malignitdt und metastasieren seltener als vergheioh Tumore auf3erhalb des MTS
(Schwartz und Torre 1995, Ponti und Ponz de Le@bR0

Die Charakteristika der kolorektalen Karzinome beiMuir-Torre-Syndrom
entsprechen denen des HNPCC-Syndroms. Die Pradisktelle des KRK bei MTS
ist ebenfalls proximal der linken Kolonflexur undedErstmanifestation der KRK
erfolgt im Durchschnitt friiher als bei sporadiscikd®K (Cohen et al. 1991).

Lynch et al. stellte 1981 die Hypothese auf, dassMTS eine phanotypische Variante
des HNPCCs ist.
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2.1.2.2 Molekulargenetik

Das Muir-Torre-Syndrom ist eine autosomal-dominakig&rankung mit variabler

Penetranz und unterschiedlichem Phéanotyp (Poati 2005a).

Der Stammbaum einer italienischen Muir-Torre-Fani$it in Abbildung 8 dargestellt
(Ponti et al. 2005c).

1 2
I } ;——/@/
1 2 3
Brustkrebs (6( Blasenkreb:
Keratoakanthom (34, 44)
11 KRK (35,54)
1 2 Nierenbeckentumor (5
v
1 2

Abb. 8: Stammbaum einer Muir-Torre-Familie Uberrvigenerationen (modifiziert nach Ponti et al.
2005c) mit Keratoakanthomen und viszeralen KarzexnAusgefillte Symbole zeigen Individuen mit
MTS-assoziierten Tumoren. Die Zahl in Klammern gdats Diagnosealter an. Molekulargenetisch
konnte bei dem untersuchten Probanten IlI-2 innallemorgeweben eine hMSH2-Mutation (Exon 13,
Nukleotid 2131, Substitution -GT) dargestellt werden, die zu einem Stoppcodontfiimd einen
vorzeitigen Kettenabbruch zur Folge hat.

1994 wurde erstmals in einem KRK und einem Hautiueoes MTS-Patienten eine
fur HNPCC typische Mikrosatelliteninstabilitat geflen (Honchel et al. 1994). Kruse
et al. (1998) konnten bei 16 MTS-Patienten in desoaiierten Tumoren zu 100 % eine
hohe genomische Instabilitat (MSI-High) nachweidenanderen Studien (Honchel et
al. 1994, Mark et al. 2000) wurde in MTS-assozgierriNeoplasien zu 46 % und 69 %
eine MSI entdeckt.
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Die Tatsache, dass einige MTS-Tumore mikrosatae8itbil sind, lAsst den Schluss zu,
dass verschiedene molekulare Mechanismen an deteBaohg eines MTS beteiligt
sind. Holbach et al. (2002) und Goldberg et al.0@0konnten zeigen, dass an der
Entstehung von periokuldren Talgdriisentumoren beir-Wlorre-Syndrom neben der
Inaktivierung des MMR-Systems mit verbundener Mdatelliteninstabilitat (MSI)
auch eine Inaktivierung des FHIT-Tumorsuppressadéragile Hstidine Triad) bei
Mikrosatellitenstabilitat (MSS) eine Rolle spiekong et al. (2000) berichteten von
einem MTS-ahnlichen Tumorverteilungsmuster bei Alisfdes FHIT-Gens an
kanzerogenexponierten Mausen.

Aufgrund klinischer und biomolekularer Charaktekiatauf3erten Ponti und Ponz de
Leon (2005) den Verdacht, dass das MTS in zweicheedenen Varianten auftreten

kann:

* Typ 1 (Mikrosatelliteninstabil): Frihes Manifestatsalter, meist KRK, in der
Familienanamnese gehauft Malignome.
* Typ 2 (Mikrosatellitenstabil): Spates Manifestasaltter, in der Familienanam-

nese Malignome seltener.

Im Jahr 1994 konnte zum ersten Mal eine Keimbahatiart im MMR-Gen hMSH2

bei MTS-Erkrankten nachgewiesen werden (Hall et1894). Kruse et al. (1996)
deckten weitere hMSH2-Keimbahnmutationen bei MT8eRgen auf und 1996
beschrieben Bapat et al. die erste Keimbahnmutaigneinem hMLH1 Locus bei
MTS. Bis 2001 waren 22 Keimbahnmutationen in hMSKHAd hMLH1-Genen bei

MTS dokumentiert (Kruse et al. 2001). 2007 wurderzwei Studien gleichzeitig, auch
Keimbahnmutationen im MMR-Gen hMSH6 bei MTS darghts{Arnold et al. 2007,

Mangold et al. 2007) und 2008 noch eine dritte hiMdS3#utation entdeckt (Murphy et
al. 2008). Alle drei dokumentierten hMSH6-Mutatiangwei Nonsense-Mutationen
und eine Frameshift-Mutation) fuhren zu einem vitigen Kettenabbruch. Eine der
Mutationen wurde zuvor schon bei HNPCC beschri€benma et al. 1999).

Nach Angaben in der Literatur sind bei MTS zwisch&® und 66 %

Keimbahnmutationen in MMR-Genen nachweisbar (Mathgailal. 2004, Chhibber et
al. 2008). Der grof3te Teil der identifizierten Kéamnmutationen bei MTS liegt im
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hMSH2-Gen. Die Angaben in der Literatur variieresiodi zwischen 86 und 93 %.
Circa 11 % sind auf Keimbahnmutationen im hMLH1-Genlickzuflihren und nur ein
sehr geringer Teil auf Alterationen im hMSH6-Genryge et al. 1998, Mangold et al.
2004, Mangold et al. 2007). Einer kirzlich von Giidar et al. (2008) durchgefiihrten
Studie zufolge ist der Anteil an hMSH6-Mutationeai IMTS wesentlich héher als
zuvor beschrieben.

Nach Kruse et al. (2001) handelt es sich bei dematbimen bei MTS meistens um
Frameshift- oder um Nonsense-Mutationen, die zemivorzeitigen Kettenabbruch
fuhren, aber auch Genomisches Rearrangement duafRe gDeletionen wurden
beschrieben (Barana et al. 2004).

Auch MTS-Patienten sind, wie HNPCC-Erkrankte, maestierozygot in einem MMR-
Gen. Die Inaktivierung des zweiten Allels erfolgich Kruse et al. (2001) nur selten
durch Verlust der Heterozygotie (LOH).

Verschiedene Studien haben untersucht, mit weldh@ufigkeit das MTS unter
HNPCC-Familien zu finden ist. Nach einer Studie Bwuth et al. (2008) konnten in
14 von 50 Familien mit HNPCC-Syndrom auch MTS nastigsen werden. Ponti et
al. (2006) fanden unter 57 HNPCC-Familien 5 Familmit MTS (9 %). Diese
Ergebnisse unterstitzen die Vermutung, dass es B&ahMTS nicht um ein
eigenstandiges Syndrom, sondern um eine phanohgidtriante des HNPCC-

Syndroms handelt.
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2.1.3 Turcot-Syndrom

2.1.3.1 Beschreibung und klinische Charakteristika
Das Turcot-Syndrom (TS oder BTP fir engl. brain durpolyposis) ist eine 1959

erstmals beschriebene und nach dem kanadischear@dmrJacques Turcot benannte
seltene genetische Erkrankung, bei der es zum fehaAuftreten von kolorektalen
Adenomen und Hirntumoren kommt (Hamilton et al. 399

Bis heute sind circa 150 Félle eines Turcot-Syndrander Literatur beschrieben.

Eine Studie mit 25 Turcot-Patienten ergab, dasskEdkeankten im Durchschnitt mit
20,3 Jahren versterben. Die HaupttodesursacheureoffErkrankten ist zu 76 % ein
Hirntumor und zu 16 % kolorektale Karzinome (Matsual. 1998).

Die Turcot-assoziierten zerebralen Tumore sindz&w6Gliome jeglicher Dignitat und
zu 25 % Medulloblastome. Es wurden auch Lymphomenikbiome, Hypophysen-
adenome und Kraniopharyngeome beschrieben (Paraf. €997). Die Hirntumore
manifestieren sich meist in der zweiten Lebensdekbat Patienten (Durchschnittsalter
15 Jahre) und sind mit einer hohen Mortalitdt betafDaher versterben viele
Hirntumorpatienten, bevor andere Symptome des Ti8, die Entwicklung eines

kolorektalen Karzinoms, klinisch relevant werdemhén.

Itho und Ohsato (1985) teilen die kolorektalen Aalae des TS in 3 Typen ein:
* Typ 1: Charakterisiert durch die Entwicklung mukipkolorektaler Adenome
(20-100), einige Uber 3 cm im Durchmesser.
* Typ 2: Das Vorhandensein von weniger als 10 kolalek Adenomen.
* Typ 3: Die Ausbildung von zahlreichen kleinen kektalen Adenomen, ahn-
lich der klassischen FAP.
Nach Itho und Ohsato (1985) entarten die kolorekt#ldenome haufig in der zweiten
oder dritten Lebensdekade zu kolorektalen Karzimome
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2.1.3.2 Molekulargenetik

Das Vererbungsmuster beim Turcot-Syndrom ist seimgiex. Es werden sowohl
autosomal-dominante (Hamilton et al. 1995) wie aactosomal-rezessive (De Rosa et
al. 2000, De Voss et al. 2004) Félle in der Literdteschrieben.
Molekulargenetisch lasst sich das Turcot-Syndrond i@ruppen unterteilen (Paraf et
al. 1997):

* Gruppe 1: Es sind Mutationen im Tumorsuppressor§®C nachweisbar

(analog der Familiaren Adenomatdsen Polyposis, FAP)
 Gruppe 2: Es sind Mutationen in Mismatch-Reparaneyn nachweisbar

(analog dem Hereditaren Nichtpolyptsen Kolorekt&arzinom, HNPCC).

Mutationen im APC-Gen sind zu 75 % bei Turcot-Enkitan nachweisbar und fihren
vor allem zu Medulloblastomen bei Kindern. In desstlichen Féallen zeigen sich
Mutationen in MMR-Genen verantwortlich, die vorwesgl mit Gliomen assoziiert
sind (Hedge et al. 2005).

Wahrend Turcot-Erkrankte mit APC-Mutationen hetggmt sind, weisen Turcot-
Patienten mit MMR-Defekten vor allem homozygote rogemischt (engl. compound)
heterozygote Defekte auf.

Miyaki et al. (1997) konnten zeigen, dass Turcotrdwe auch eine Mikrosatelliten-
instabilitdt aufweisen, wie sie bei HNPCC-Tumoreasdhrieben sind. Allerdings lasst
sich, im Gegensatz zu HNPCC-Patienten, auch imngksu Gewebe von Turcot-
Patienten eine sehr hohe genomische Instabilitiivsaisen.

Hamilton et al. (1995) untersuchten in einer ergperfden Studie zum Turcot-Syndrom
14 betroffene Familien. Sie konnten bei 10 Familkimbahnmutationen im APC-
Gen nachweisen, wahrend 2 Familien Keimbahnmutatian hMLH1- und hPMS2-
Genen zeigten. Die Stammbaume dieser beiden Famdied in Abbildung 9
dargestellt.

Der erste Fall einer homozygoten KeimbahnmutatmorhMSH2-Gen beim TS wurde
2002 von Whiteside et al. bei einem 2-jahrigendPaéin mit Leuk&mie und multiplen
Café-au-lait-Flecken beschrieben. Auch Bougearal.€f2003) berichteten in 2 Fallen
von gemischt-heterozygoten Mutationen bei hMSH2dBeim Zusammenhang mit
dem Turcot-Syndrom. Inzwischen sind auch homozyguote gemischt-heterozygote
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Keimbahnmutationen im hMSH6-Gen bei Turcot-Patieretdeckt worden (Menko et
al. 2004, Hedge et al. 2005, Ostergaard et al. 2005

A B
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Abb. 9: Stammbaume zweier Turcot-Syndrom-Familiéh Keimbahnmutationen in den MMR-Genen
hPMS2 und hMLH1 (modifiziert nach Hamilton et a99b).

Stammbaum A zeigt den Patienten 1I-2 mit einer h2NM& Imbahnmutation, deren Grundlage eine
Nonsense-Mutation in Codon 134 ist. Stammbaum Bjtzéen Patienten IlI-2 mit einer hMLH1-
Keimbahnmutation durch Deletion in Codon 618. Umadls des Symbols sind die Primartumore mit
Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung aufgefi(fatls bekannt). Die Zahlen rechts oberhalb geben
das momentane Alter an (AP = adenomatdse Polyp#dRK = kolorektales Karzinom, GB =
Glioblastom).
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2.1.4 MMR-D-Syndrom

2.1.4.1 Beschreibung und klinische Charakteristika

In den letzten Jahren wird in der Literatur vermetiber eine neue hereditare
Krebspradispositionserkrankung bei Kindern berigchteelche auf eine biallelische
Keimbahnmutation in MMR-Genen zurtickzufihren ist.

Dieses neue Syndrom wurde 2004 von De Vos erstumi¢s dem Namen ,Childhood
Cancer Syndrom*“ (CCS) beschrieben. Spéater kam dsedrick ,CoLoN* (flr Colon
Tumor und/oder Leukamie/Lymphom und/oder Neurofibatose-Merkmale)
(Bandipalliam 2005) und der Begriff des ,Mismatckgir-Deficiency-Syndroms*
(MMR-D) (Scott et al. 2007) hinzu. Felton et alhkef3lich schlugen 2007 als neuen
Terminus fir dieses Syndrom, in Anlehnung an daP80-Syndrom, den Begriff
.Lynch IlI* vor.

In dieser Arbeit wird fur dieses Krankheitssyndroemnheitlich der Terminus

.Mismatch-Repair-Deficiency-Syndrom* (MMR-D) verweet.

Das MMR-D-Syndrom ist gekennzeichnet durch dasdrahftreten von Hirntumoren
und hamatologischen Neoplasien, sowie von gaséstinglen Tumoren (vor allem das
kolorektale Karzinom), die oft assoziiert sind Mgurofibromatose Typ 1-Merkmalen
(Felton et al. 2007).

Das Tumorspektrum sowie das ManifestationsalterNplasien scheinen abhangig
von der Schwere der MMR-Mutation zu sein (Kriigeale2008):

» Biallelische Keimbahnmutationen in MMR-Genen, dimea vollstandigen
Ausfall der Proteinproduktion zur Folge haben, &ihrvor allem zu
Hirntumoren und hamatologischen Neoplasien in dger Lebensdekade.

» Biallelische Keimbahnmutationen in MMR-Genen, diaeeRestfunktion der
Proteine zulassen, zeigen ein breiteres Tumorgpekimit zusatzlichen
gastrointestinalen Tumoren in der zweiten bis ®erLebensdekade sowie

Hautveranderungen (vor allem Café-au-lait Flecken).

Bisher wurden in der Literatur bei etwa 50 Indiveduaus circa 30 Familien ein MMR-
D-Syndrom beschrieben (Felton et al. 2007, Krugedd.e2008). Das durchschnittliche
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Manifestationsalter der Erkrankung liegt bei 9 &ahmit einer Spanne von 1-24 Jahren
(Kruger et al. 2008). Kruger et al. (2008) stelltereiner Studie 64 Neoplasien von 49
Erkrankten aus 25 Familien mit einer biallelisché&tMR-Keimbahnmutation

gegenuber (siehe Tabelle 5).

Tab. 5: Tumorspektrum mit Angaben zur Haufigkeit dieoplasien und mittleres Manifestationsalter
beim MMR-D-Syndrom in 25 betroffenen Familien (miadert nach Kriger et al. 2008).

Tumorspektrum betrpffgne .Fgmilien mittleres Manifestqtionsalter
(Haufigkeit in %) (Altersspanne min-max)
Hirntumore 17 (68 %) 7 (2-24)
Hamatologische Neoplasien 15 (60 %) 5 (1-17)
Gastrointestinale Tumore 12 (48 %) (8-22)
Eﬁ?’agg?;;:ggﬁerte Tumore 2(8%) 23 (15-23)

Am Haufigsten treten Hirntumore (vor allem Glionaeif, gefolgt von hamatologischen
Neoplasien wie Leukamien oder Lymphome. Unter dastrgintestinalen Tumoren
fuhren die kolorektalen Karzinome mit einem Ant®h 50 %. Diese entwickeln sich
vor allem als Zweittumore bei Individuen, die digeite Lebensdekade erreichen. Sie
sind oft von zahlreichen Polypen begleitet und tehen im Durchschnitt zwei
Jahrzehnte friher als bei monoallelischen HNPC@dné (Scott et al. 2007, Kriger et
al. 2008). Kolorektale Karzinome manifestieren sseftten in der Kindheit. Treten sie
dennoch dort auf, sollte immer an die Mdglichkeitee biallelischen Mutation in
MMR-Genen gedacht werden.

Extraintestinale HNPCC-assoziierte Neoplasien (WEedometriumkarzinome oder
Ovarialkarzinome) sind sehr selten und manifestiesech vorwiegend im dritten
Lebensjahrzehnt. Typisch sind auch Hautveranderurialich einer Neurofibro-
matose Typ 1 (NF1), insbesondere Café-au-lait Eecldie nicht bei HNPCC zu
finden sind.

In Abhéngigkeit der betroffenen MMR-Gene haben nadleische HNPCC-Erkrankte
ein unterschiedliches Risiko in Bezug auf die Salewaer Erkrankung und auf das
Tumorspektrum. Demgegeniber sind die MMR-D-Patentat ihren unterschied-
lichen biallelischen MMR-Mutationen alle gleich gbfdet (Rahman und Scott 2007).
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Eine Ausnahme bilden hier supratentoriale neurakkitonale Tumore, die nur bei
Kindern mit einer biallelischen hPMS2-Mutation aafen (De Vos et al. 2006).

Die Diagnose eines MMR-D Syndroms gestaltet sishsahr schwierig. Sie wird oft
falsch zu Gunsten einer Neurofioromatose Typ 1 daderhaupt nicht gestellt, da die
Patienten meistens erkranken, bevor bei ihren Ekéem HNPCC diagnostiziert wird
(Rahman und Scott 2007).

2.1.4.2 Molekulargenetik

Das MMR-D-Syndrom wird autosomal-rezessiv vererid die Erkrankten zeigen eine
biallelische (homozygote oder compound heterozyg#teimbahnmutation in den
MMR-Genen hMLH1, hMSH2, hMSH6 oder hPMS2.

Seit Mitte der 90er Jahre ist bekannt, dass hetgate Keimbahnmutationen in MMR-
Genen zum HNPCC-Syndrom fuhren. Aber erst im J@bBd2vurden auch biallelische
Mutationen in den MMR-Genen entdeckt (De Vos e2@04, Menko et al. 2004).
Wahrend bei HNPCC-Tragern vor allem die Gene hMluddl hMSH2 betroffen sind,
zeigt sich beim MMR-D-Syndrom ein anderes Vertagemuster der verursachenden
MMR-Gene (siehe Tabelle 6). Bis jetzt liegen zwm(ge Studien vor, die die in der
Literatur dargestellten biallelischen Keimbahnmotan in den MMR-Genen
zusammenfassen (Felton et al. 2007, Kruger et @08R Felton et al. (2007)
beschreiben 50 Individuen aus 30 Familien, wahré&mwdger et al. (2008) 49
Individuen aus 25 Familien mit biallelischen Muteten beleuchten (siehe Tabelle 6).

Tab. 6: Anzahl der betroffenen Familien und Indi@d, mittleres Manifestationsalter (mMA) mit
Altersspanne (AIS) und Anzahl der Neoplasien balldischen MMR-Keimbahnmutationen (Felton et
al. 2007, Kruger et al. 2008).

betroffene Familien .
MMR- (Individuen) Kriiger et al. 2008
Gene [ Felton etal] Kriger et al. mMA Anzahl der
2007 200¢ (AIS min-max’ Neoplasie
hMLH1 10 (16) 7 (12) 4 (1-22) 11
hMSH2 3 (5) 2 (3) 2 (1-3) 3
hMSH6 6 (8) 4 (6) 9 (3-13) 12
hPMS2 11 (21) 12 (28) 12 (2-24) 38
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Insgesamt weisen 42 % der Familien biallelische BRNutationen auf. Ein Grund
fur diesen hohen Anteil ist eine identifizierte Rder-Mutation, eine genetische
Veranderung, die Uber viele Generationen weitengebairde. Diese Mutation

(Arg802Stop, homozygot) konnte bei funf Familienrgésstellt werden und fuhrt zu
einem vorzeitigen Kettenabbruch, der ein nicht fiorksfahiges PMS2-Protein zur
Folge hat (Felton et al. 2007, Krlger et al. 2008).

Das jungste durchschnittliche Erkrankungsalter dinsich bei biallelischen hMLH1-

und hMSH2-Mutationen, gefolgt von Mutationen in hNtBund hPMS2. Dies spiegelt
die Altersverteilung von heterozygoten HNPCC-Paéenwider, nur 35 Jahre friher
(siehe Tabelle 6).

Homozygote Keimbahnmutationen lagen bei etwa 66e¥Fhmilien vor. Innerhalb

derer war ein hoher Anteil an Blutsverwandtschatidar Verbindungen mit gleichem
ethnischen/religiosen Hintergrund festzustellere Obrigen Familien (34 %) waren
compound heterozygote Mutationstrager mit zwei cldesienen MMR-Keimbahn-

mutationen (Felton et al. 2007, Krtger et al. 2008)

Bis jetzt liegt kein Beweis vor, dass sich das Nlatesspektrum von monoallelischen
und biallelischen Mutationstragern unterscheidet.

Bei biallelischen MMR-Keimbahnmutationen lasst siohder Tumor-DNA zu circa

75 % eine Mikrosatelliteninstabilitdt nachweiserel(én et al. 2007). Wéhrend im
angrenzenden nicht-neoplastischen Gewebe biahelisGrager noch teilweise eine
MSI und eine fehlende Proteinexpression gefundem,wst in gesundem Gewebe
monoallelischer HNPCC-Erkrankter keine MSI-H naclsbar (Felton et al. 2007,
Kruger et al. 2008).

Ein typischer Stammbaum einer MMR-D-Syndrom-Famiigt in Abbildung 10
dargestellt. In der siebten Generation einer téHggimmigen Familie waren alle vier
Kinder (VII-2 bis VII-5) homozygot fur die p.I590H94-Mutation im Gen hPMS2.
Die Sequenzierung von hPMS2 deckte eine DeletioeseAdenins in Exon 11 auf
(c.1768delA), die zu einem vorzeitigen Stoppcodar Vripletts stromabwarts fuhrt
und ein verklrztes Protein zur Folge hat. Beiddskkrwandte, gesunde Elternteile
(VI-6 und VI-7) waren heterozygot fur die Mutatigsiehe Abbildung 10) (Krtger et
al. 2008).
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Abb. 10: Stammbaum einer MMR-D-Syndrom-Familie tsicker Herkunft Gber 7 Generationen (modifizietm&riger et al. 2008). Ausgefullte Symbole zeigen
Individuen mit MMR-D-assoziierten Tumoren (GM = @astom multiforme, KRK = kolorektales KarzinomKDB= Dinndarmkarzinom). Die Zahlen rechts

oberhalb geben das momentane Alter bzw. das Siégban (DP = Darmpolypen, CALS = Café-au-lait-S8ptMF 1= Infantile Myofibromatose Typ 1).
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2.2 Epigenetische Mechanismen in DNA-Reparaturgenen

Der Begriff der Epigenetik wurde 1940 von Waddimgteingefuhrt (Waddington
1940). Unter Epigenetik versteht man die RegulatienAktivitat von Genen tber den
Organisationszustand der DNA. Epigenetische Vemamdgen sind, anders als
genetische Mechanismen, nicht auf Abweichungen ier dDNA-Sequenz
zuriickzufiihren, sondern sind Folge einer vererltbArelerung der Genregulation und
Genexpression (Strachan und Read 2005). Die bedstent epigenetischen Prozesse
sind DNA-Methylierung, Histonmodifikation und Gen@ohes Imprinting.

Die Methylierung von DNA erfolgt vorwiegend an Csio-Guanin-Dinukleotiden
(CpG), die gehauft in CpG-reichen DNA-Sequenzabisiehm (CpG-Inseln) auftreten.
Diese CpG-Inseln sind meist in regulatorischen Bben (z.B. Promotoren) von
Genen lokalisiert. Durch Methyltransferasen wirdr&lent eine Methylgruppe auf die
Base Cytosin tUbertragen, was zur Bildung von 5-Megtytosin fuhrt.

Fehler in epigenetischen Mechanismen, sogenanniauidionen (Holliday 1987),
kénnen durch Hypomethylierung zur irrtimlichen Adgrung eines stummen Gens
oder durch Hypermethylierung zur falschlichen Inagtung eines aktiven Gens
fuhren. Epimutationen werden bei einer ganzen Rednechiedener Erkrankungen, so
auch bei Tumorerkrankungen, beobachtet (Jones wdinB2002). Feinberg und
Vogelstein konnten 1983 zum ersten Mal eine verdad®NA-Methylierung in
Tumorzellen nachweisen. Seitdem wurde vielfach destert, wie epigenetische
Mechanismen Krebsgene aktivieren (Protoonkogenedr adaktivieren (Tumor-
suppressorgene und DNA-Reparaturgene) kénnen (Baylial. 1986, Greger et al.
1989, Suter et al. 2004). Die Inaktivierung von Tusuppressorgenen durch
Hypermethylierung von CpG-reichen Promotoren islen Karzinogenese ein haufiges
Ereignis (siehe Abbildung 11).

Wahrend genetische Veranderungen von einer Geoeratuf die nachste vererbt
werden, sind epigenetische Modifikationen relatgtabil. Ursache hierfir ist eine
epigenetische Umprogrammierung wahrend der Entwngkider Keimzellen, die zu
einer ,Ausradierung® des Epigenotyps fiuhrt. Es giaber auch Falle einer
transgenerationellen Vererbung des epigenetisctensS(Morgan et al. 1999, Rakyan

et al. 2003). Treten Epimutationen in der Keimbahh, sind samtliche Zellen des
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Individuums betroffen. Treten sie hingegen ersthnder Fertilisation auf, kann ein
somatisches Mosaik entstehen.

Genexpression

l Hypermethylierung

> T

Transkriptionsinaktivierung

Abb. 11: Graphische Darstellung eines typischensGeih CpG-Insel.

In a) ist eine Genexpression moglich, da die Cp&elm in der Promotorregion nicht methyliert sind
(weiBe Kreise). In b), einer Krebszelle, sind digG=Sequenzen am Promotor hypermethyliert (graue
Kreise) und somit ist die Genexpression inaktivierodifiziert nach Jacinto und Esteller 2007).

Bei hereditaren kolorektalen Tumoren wird in eimgedllen eine Inaktivierung von
den DNA-Reparaturgenen hMLH1, hMSH2 und MGMT durerstarkte Hyper-
methylierung von CpG-reichen Sequenzen am Pronbetobachtet.
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2.2.1 hMLH1

MMR-defekte Tumore, wie das kolorektale Karzinomgpnken aufgrund von
Keimbahnmutationen in MMR-Genen entstehen odertdamnatische Mutationen in
diesen Genen hervorgerufen werden. Circa 15 % geradischen kolorektalen
Karzinome mit mikrosatelliteninstabilen Tumorendsin den meisten Fallen auf eine
Epimutation zurickzufuhren, namlich einer Inaktiuiey des hMLH1-Gens durch
Promotorhypermethylierung.

Seit ein paar Jahren gibt es vermehrt Hinweises daise hMLH1-Promotor-
methylierung auch bei hereditdren kolorektalen Keamnen im Sinne einer
Keimbahnmutation in allen Koérperzellen vorkommt,dusomit eine Vererbung des
pathologischen Methylierungsmusters auf die Nachkenmschaft denkbar ware.

In Abbildung 12 ist die Promotorregion des hMLH1ASaraphisch dargestelit.

A Region C Region

5 hMLH1

| | ! | | | | : Exon .j \\\\ Exon 1¢

-700  -600 -500 -400 -300 -200| -100 +1 +100

EPM2AIP

Abb. 12: Graphische Darstellung der hMLH1- und sertise EPM2AIP-Promotorregionen des hMLH1-

Gens. Der Transkriptionsstartpunkt ist mit +1 belaeet (modifiziert nach Hitchins et al. 2007).

Gazzoli et al. (2002) berichteten zum ersten Marieimbahnmethylierungen CpG-
reicher Sequenzen in Promotorregionen des hMLH1s®enheinem HNPCC-Patienten
mit MSI-Tumor und MLH1-Expressionsausfall, jedochne einer nachweisbaren
Keimbahnmutation in MMR-Genen.
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Bis jetzt sind in der Literatur 14 Falle einer Kéamnmethylierung des hMLH1-
Promotors beschrieben worden. Tabelle 7 gibt eldearblick tber die publizierten

Studien.

Tab. 7: Veroffentlichungen zum Thema ,Keimbahnmé#ryngen in hMLH1-Promotorregionen bei
Karzinomen®, mit Anzahl der beschriebenen Individuder Tumorart und mit Angaben zur Vererbung
der Epimutation "-” bedeutet Epimutation in den Keimzellen bzw. Vewadp nicht nachweisbaf+"

nachweisbar).

Autoren Keimzellen/
_ Anzahl der Art der Tumore vererbte
(Jahr der Veréffentlichung  Individuen . .
Epimutation
Gazzoli et al. (2002) 1 HNPCC-assoziiert -
Suter et al. (2004) 2 KRK, Endometrium-Ca +
Miyakura et al. (2004) 4 KRK, Endometrium-Ca -
Hitchins et al. (2005) 1 KRK -
Hitchins et al. (2007) 2 Endometrium-Ca, KRK +
Valle et al. (2007) 1 Lippen-Ca, KRK -

Gorgens et al. (2007) 2 HNPCC-assoziiert -
Morak et al. (2008)

HNPCC-assoziiert -

H

Bisher wurden nur in zwei Studien eine Epimutationden Keimzellen bzw. eine

vererbte Epimutation beschrieben (Suter et al. 2Btéhins et al. 2007).

Suter et al. (2004) berichteten (ber zwei Individuelie eine allelspezifische
Hypermethylierung des hMLH1-Gens in allen Korpeerelaufwiesen. Bei einem

Individuum (siehe Abbildung 13, Stammbaum A, II-Rpnnte die Epimutation

zusatzlich in 1 % seiner Spermatozoen nachgewimseden. In diesem Fall ware eine
Vererbung der Epimutation auf die nachste Generatioglich.

Hitchins et al. (2007) beschrieben zum ersten Nta& ¢ransgenerationelle Vererbung
einer Keimbahnmethylierung des hMLH1-Promotors. sBid&pimutation wurde von
einer Frau mit multiplen Primartumoren (u.a. auefeizKRK) auf einen ihrer vier

Sohne vererbt (siehe Abbildung 13, Stammbaum B, B8 Epimutation konnte im

Gewebe aller drei Keimblatter (Mundschleimhaut =d&sterm, Blut = Mesoderm,

Haarfollikel = Ektoderm) des Sohnes (Individuum2}l-nachgewiesen werden. In
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dessen Spermatozoen konnte die Epimutation jedictlh mehr dargestellt werden. Es
ist anzunehmen, dass das Methylierungsmuster wéhien Spermatogenese ausge-
I6scht und anschliel3end neu angelegt worden ist.

Die Stammbaume beider Individuen sind in Abbildd3gdargestellt.

A B
| JZF‘#
1 2 66
Ovar-Ca 40 I 1 ]
Uterus«-Ca 5¢ 1 2 3 4 5
E-Ca 45
l KRK 59,6(
Il I —CO ' '
1 2 3 " 41
MM 70 KRK 43,44
D-Ca/AV-Cz 1 2 3 4
1| ;)
1 2

Abb. 13: Stammb&ume zweier Individuen mit einerhg@eviesenen Epimutation in den Spermatozoen
(A) bzw. einer vererbten Epimutation (B) (modifizijach Suter et al. 2004 und Hitchins et al. 2007)
Stammbaum A zeigt den Tumorpatienten [I-2 mit eikermbahnmethylierung des hMLH1-Gens und
Nachweis der Epimutation in einem Teil seiner Spgamoen (MM = Multiple Myelome, KRK =
kolorektales Karzinom, D-Ca = Dinndarmkarzinom, &¢-= Ampulla Vateri-Karzinom).

Stammbaum B zeigt die Tumorpatientin -3 mit einKeimbahnmethylierung der hMLH1-
Promotorregion und die maternale Transmission dieSpimutation auf Sohn II-2 (E-Ca =

Endometriumkarzinom).

Der Funktionsverlust des hMLH1-Gens bei einer Kamimethylierung folgt im
Wesentlichen der Knudson-Theorie, das heil3t nachAtdschaltung des ersten Allels
durch eine epigenetische Modifikation wird das zwelllel in den meisten
beschriebenen Fallen durch einen Verlust der Heyeatie (LOH) inaktiviert (Suter et
al. 2004, Valle et al. 2007).

In den meisten der in Tabelle 7 aufgefiihrten Fétedie Familienanamnese der
betroffenen Personen mit einer Keimbahnmethylierdeg hMLH1-Gens beziglich
einer Krebserkrankung unauffallig.

Abbildung 14 zeigt den Stammbaum eines Patientéd )Imit einem Methylierungs-
muster in der Promotorregion des hMLH1-Gens, deeiner Studie von Valle et al.
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(2007) beschrieben worden ist. Weder bei seinereriEltnoch bei drei seiner
untersuchten Geschwister konnte die Epimutatiogetdellt werden. Doch auch hier
konnte die epigenetische Veranderung im Gewebe diée Keimblatter nachgewiesen
werden, was auf einen frihen Ursprung der Epimutain der Keimbahn schliel3en

lasst.

[N

| Joar o oA

I M ‘39 !)38 KM L36 KM 34 32 KM I% 30
1 2 6

L-Ca 34
KRK 35

IV 3 Az
2 3

1

Abb. 14: Stammbaum eines Individuums (lllI-1) mitpgéymethylierung des hMLH1-Promotors in der
Keimbahn (modifiziert nach Valle et al. 2007). Uiie@lb des Symbols ist der Primartumor mit dem
Alter zum Zeitpunkt der Diagnose aufgefihrt. Diehl&am rechts oberhalb des Symbols geben das
momentane Alter bzw. das Sterbealter an. Buchstelbdinks oberhalb des Symbols bedeutet
nachweisbare hMLH1-Promotormethylierung in der Kedtmn, KM keine hMLH1-Promotormethylie-
rung nachweisbar, getestet in Blutzellen und Muhsmhaut (KRK = Kolorektales Karzinom, Br-Ca =

Bronchialkarzinom, P-Ca = Prostatakarzinom, L-Qappenkarzinom).

Obwohl hMLH1-Keimbahnmethylierungen sehr seltentratén und noch nicht oft
beschrieben worden sind (siehe Tabelle 7), wir@ éinalyse bei einem bestimmten
Patientengut in vielen Studien als sinnvoll erack&uter et al. 2004, Goérgens et al.
2007, Hitchins et al. 2007, Valle et al. 2007).deslde Kriterien sollten erflllt sein:
Frihes Manifestationsalter eines KRK, MSI-Tumor, WNI-Expressionsausfall und

keine Keimbahnmutation im hMLH1-Gen nachweisbar.
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2.2.2 hMSH2

Wahrend die Promotormethylierung von hMLH1 bei sgschen kolorektalen
Karzinomen ein oft beobachtetes Phanomen ist ungischen auch einige Falle von
Keimbahnmethylierungen in hMLH1-Promotorregionemgéatellt worden sind (siehe
2.2.1), wurde bis jetzt in der Literatur nur eim2ger Fall einer vererbten Keimbahn-
methylierung des hMSH2-Promotors beschrieben (@hah 2006).

Chan et al. (2006) berichten Uber eine Familie HINPCC, die eine vererbbare
Keimbahnmethylierung im hMSH2-Gen aufweist, welciileer drei Generationen

nachweisbar ist. Ein Stammbaum dieser Familienigtbildung 15 dargestellt.

KM M
JrA IS
1 2
MK-Ad 71
KM M I%l/l D—i M KMAL M |£ M éﬁ J}KM
Il —O ([
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
KRK Endc-Ca 4: KRK 40
KM M 4} M M |£
11 O O O
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 15: Stammbaum einer Familie mit einer hMSHarRotormethylierung in der Keimbahn tber drei
Generationen (modifiziert nach Chan et al. 200@®). Z2hn Familienmitgliedern konnte die Epimutation
nachgewiesen werde}, zwei Geschwister zeigten keine Methylierukd/\). Drei Geschwister (l11-2,
[I-6 und II-8) entwickelten frih ein KRK oder HNPG#soziierte Tumore (MK-Ad = Multiple

kolorektale Adenome, KRK = kolorektales Karzinonmdg-Ca = Endometriumkarzinom).

12 Familienmitglieder (I-2, 11-2, 11-3, 1I-6, 11-8lI-9, 1I-10, 1I-12, 1lI-1, 1lI-2, 11I-4, 1I-
5) und die Ehemanner von Individuum |[I-2 und I1l-8urden auf ihren
Methylierungsstatus hin (in Leukozyten und in gemmRektummukosa) untersucht.

Das Methylierungsmuster des Vaters (I-1) wurde mekwiiert. Bei zehn Individuen
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konnte eine Methylierung im hMSH2-Promotor nachgsen werden. Nur zwei
Individuen (11-12 und IlI-1) hatten die Methyliergnnicht geerbt und zeigten auch
keine Methylierungsbanden im untersuchten Gewebei. ®eschwister (II-2, 11-6 und
[1-8) mit der vererbten Epimutation entwickeltenenem frihen Zeitpunkt kolorektale
Karzinome oder HNPCC-assoziierte Tumore. Im Tumweedee zeigte sich eine
hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat und ein M&Hxpressionsausfall. Es konnte
zwar auch eine somatische Frameshift-Mutation irorEx1 von hMSH2 aufgedeckt,
jedoch keine Keimbahnmutation dargestellt werdeomi& wurde eine genetische
Mutation als Ursache ausgeschlossen. Andere Mattiin MMR-Genen waren nicht
nachweisbar.

Untersuchungen verschiedener somatischer Gewelmpials Mundschleimhaut und
Endometriumflissigkeit der drei Tumortragerinnen rema zusatzlich positiv
hinsichtlich des Methylierungsmusters. Alle Epintisiastrager wiesen einen hohen
prozentualen Methylierungsgrad in ihrer Rektumgahit@ut auf (Mittelwert 30,2 %,
Spanne 21,7 % - 37,6 %), wahrend die Kontrollgrugatlich niedrigere Werte zeigte
(Mittelwert 2,3 %, Spanne 1,5 % - 4,9 %). Methyliegsanalysen der somatischen
Gewebeproben aus Wangenschleimhaut und Endomettiissigkeit zeigten einen
niedrigeren Methylierungsgrad von 5,5 % - 14,1 % prozentuale Methylierung der
Leukozyten hingegen unterschied sich nur gering dem Kontrollgruppe. Der
Mittelwert der Epimutationstrager betrug dabei 3}89Spanne 2,2 % - 4,9 %) und der
der Kontrollgruppe 2,06 % (Spanne 1,2 % - 3,2 %9.Z€igte sich ein deutliches
Mosaik-Muster der methylierten Allele mit den hdems Methylierungsraten in
karzinombetroffenen Geweben wie Darm und EndommatriilDie Epimutation
inaktiviert auch hier nur das erste Allel des hMSBins, ein ,Second Hit" ist notig,
um die Karzinogenese zu starten.

Bis jetzt ist die Studie von Chan et al. (2006) @imzige, die eine hereditare
Keimbahnepimutation im hMSH2-Promotorbereich besititr Die Interpretation der
Ergebnisse dieser Studie von Chan et al. (2006hister Fachwelt stark umstritten
(siehe 3.2).
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2.2.3 MGMT

Das MGMT-Gen, ein DNA-Reparaturgen, bestehend amerelntron und vier Exons
und ist auf dem langen Arm von Chromosom 10 (10d@&lisiert. Es kodiert fur die
0O°-Methylguanin-Methyl-Transferase (MGMT), ein 207 Amwsaure groRes und 24
kDa schweres Protein. Das DNA-Reparaturgen MGM Bedtandteil des Reversions-
Reparaturmechanismus (RER), auch direkte Repaganannt. Der RER ist ein selten
benutzter Reparationsmechanismus, der eine madifizi Base direkt ohne
Zwischenschritte in die Ursprungsform zurlckkoneert (Murken et al. 2006).
O°-Guanin ist ein haufiges Angriffsziel verschiedearzinogene und alkylierender
Substanzen. Solche fehlerhaft an d&®@sition alkylierten Gruppen werden von dem
DNA-Reparaturenzym MGMT entfernt, indem die Alkydgpen auf einen Cysteinrest
des Proteins Ubertragen werden. Da die Bindungdrsibel ist, wird das MGMT-
Enzym dadurch dauerhaft inaktiviert, weshalb machaton einem Selbstmordenzym
spricht. Die Persistenz solchef-®lethylguanin-Addukte kann unter anderem zu einer
fehlerhaften Basenpaarung des Guanins mit Thynfirefiiund so eine G:C nach A:T
Transition zur Folge haben. Funktionelle Stérundes MGMT-Enzyms kdnnen somit
zu einer erhéhten Mutationsrate und nachfolgend Taumorentstehung fiihren. Eine
Inaktivierung des MGMT-Gens durch Promotorhypermiigthung ist ein wichtiger
Mechanismus, der einen Expressionsausfall des M@&wdis zur Folge hat. In
zahlreichen Neoplasien, vor allem bei kolorektalgarzinomen, konnte diese
Epimutation nachgewiesen werden (Esteller et &91.9

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass zu 3&-4@i kolorektalen Karzinomen
eine Inaktivierung des DNA-Reparaturgens MGMT duPchmotorhypermethylierung
vorliegt (Esteller et al. 1999, Menigatti et al.0ZQ Ogino et al. 2007). Fir die MGMT-
Genexpression sind zwei methylierungssensible Piamegionen, sogenannte ,core-
Regionen“, von grol3er Bedeutung. Die Minimal-Proonegion (Mp-Region) ist
stromaufwérts von Exon 1 gelegen und die Enhanegie€R (Eh-Region) ist
stromabwaérts der Mp-Region lokalisiert (Nakagawasthal. 2003). Eine Inaktivierung
des MGMT-Gens durch Promotorhypermethylierung filorieiner erhdéhten Rate von
G:C nach A:T Mutationen im Onkogen K-ras und im Tusuppressorgen TP53
(Esteller 2000, Esteller et al. 2001, Menigattiakt 2007). Bei etwa 33-40 % aller

kolorektalen Karzinome lasst sich eine Mutation Karas darstellen (Esteller 2000,
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Nagasaka et al. 2008). Esteller et al. (2000) kamr¢eigen, dass bei 71 % der
kolorektalen Karzinome mit einer nachweisbaren GAzZMutation im K-ras Onkogen

ebenfalls ein Expressionsausfall des MGMT-Gens Fallge einer Promotorhyper-

methylierung vorlag. Grennblatt et al. (1994) wiese 70 % der TP53 Mutationen in
KRK eine Transitionsmutation nach. Esteller et (@001) konnten 34 % der TP53
Mutationen in kolorektalen Karzinomen auf eine lindkrung des MGMT-Gens durch

Promotorhypermetylierung zurtickfuhren. Die Inalkdrang des MGMT-Gens durch
Promotorhypermethylierung ist ein frihes Ereignis der Tumorgenese des
kolorektalen Karzinoms (Esteller et al. 1999, Mattiiget al. 2007).

Untersuchungen, inwieweit eine Promotorhypermeghylig des MGMT-Gens

transgenerationell vererbbar ist, liegen bis jetath nicht vor.
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2.3 Basen-Exzisions-Reparaturgene

Taglich entstehen in jeder kernhaltigen Zelle et®a@00 bis 50.000 veranderte Basen.
Wirden diese DNA-Schaden nicht von Reparatursysieer&annt und eliminiert
werden, ware die Aufrechterhaltung der genomisc®iabilitat in Gefahr. Die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) ist das wichtigste Regasgstem zur Entfernung von
oxidativ veranderten und alkylierten Basen aus D&A. Einer der haufigsten
oxidativen Modifikationen ist das 8-Oxoguanin. ieschadigten Basen werden durch
schadenspezifische DNA-Glykosylasen entfernt. Navbod et al. (2005) sind
mindestens zehn menschliche DNA-Glykosylasen bdkann

Bestimmte Tumordispositionserkrankungen, die uargterem zur Entwicklung von
kolorektalen Karzinomen fuhren, kdnnen durch Motan in Genen, die fir BER-

Enzyme kodieren, verursacht werden.

2.3.1 MAP-Syndrom

2.3.1.1 Beschreibung und klinische Charakteristika

Im Jahr 2002 wurde eine neue Form der adenomat®slyposis entdeckt (Al-Tassan
et al. 2002), die als MUTYH-assoziierte PolyposWAP) bezeichnet wird und circa

20-30 % der adenomatdsen Polyposis ohne nachweigkRR€C-Mutation verursacht

(Lefevre et al. 2006, Croitoru et al. 2007). Die RlAst durch das Auftreten einer
Vielzahl von Polypen des Dickdarms gekennzeichndie® bei histologischer

Untersuchung Adenomen entsprechen. Wie die famiblenomatose Polyposis (FAP)
ist auch die MAP eine obligate Prékanzerose mierairsehr hohen Entartungsrisiko
der Adenome hin zu einem kolorektalen Karzinom. Bi&P ist klinisch nur schwer

von der FAP oder der abgeschwachteren, milden AP, der attenuierten FAP
(AFAP) zu unterscheiden. Bis jetzt gibt es keineezsj;schen klinischen oder

pathologischen Kriterien, wie z.B. die Bethesdatétren bei HNPCC, die das
Vorhandensein einer MUTYH-Mutation voraussagen kénn

Das Manifestationsalter bei MAP liegt mit durchsttich 50 Jahren unter dem

Durchschnittsalter von Patienten mit einem spocddis KRK (Croitoru et al. 2004).
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In Einzelfallen wurden die Erstdiagnosen bereits aweiten Lebensjahrzehnt
beschrieben (Sampson et al. 2003, Dallosso et0O&I8)2 Fast alle Patienten weisen
Adenome auf, deren Anzahl zwischen einigen Wenigah einigen Hundert variieren
kann (Lipton et al. 2003, Sampson et al. 2003, Sielh al. 2003). Es gibt aber auch
Falle von MAP-Patienten, bei denen Uuberhaupt keR@ypen im Dickdarm
darzustellen waren (Sampson et al. 2003, Farringtoal. 2005). Zum Zeitpunkt der
Diagnose einer MAP liegt bereits bei circa 60 % d&atienten ein kolorektales
Karzinom vor (Sampson et al. 2003, Sieber et aD320Dallosso et al. 2008).
Extraintestinale Manifestationen finden sich bei RtRatienten seltener als bei FAP-
Individuen. In verschiedenen Studien wurden bei MZdtienten unter anderem
Karzinome im oberen Magendarmtrakt, gynakologisthmore (Endometrium, Ovar,
Mamma), benigne Hauttumore, Zahnanomalien, konglenitHypertrophien des
retinalen Pigmentepithels (CHRPE) sowie Duodenumeawhe beschrieben (Sampson
et al. 2003, Sieber et al. 2003, Gismondi et a&d42Barnetson et al. 2007).

Tabelle 8 stellt anhand der Daten von vier verstdmen Studien klinische Merkmale

der MUTYH-assoziierten Polyposis tabellarisch gedpem.

Tab. 8: Gegenuberstellung klinischer Charaktemstikon Patienten mit biallelischen MUTYH-
Mutationen aus vier verschiedenen Studien (DP = deuoale Polyposis, CHRPE = Kongenitale
Hypertrophien des retinalen Pigmentepithels, G-Géagenkarzinom, ZZ = Zahnzyste, HZ = Hautzyste,
O = Osteom, G-Ad = Magenadenome, M-Ca = Mammakanz)n(modifiziert nach Lipton und

Tomlinson 2006).

Sieber et al| Sampson et Gismondi et | Dallosso et al.
(2003) al. (2003) al. (2004) (2008)
Individuen mit
biallelischen 14 25 14 33
MUTYH-Mutationen
Durchschnittsalter
zum 52 46 49 47
Diagnosezeitpunkt | (51/30-70) | (48/13-65) (27-61) (48/13-67)
(Mittelwert / Spanne)
Patienten mit 0 0 0 0
KRK bei Diagnose S0 % 48 % 9% S8 %
Patienten mit 3 2 7 2
extraintestinalen (2 DP, (1 DP, (12z,1Hz, (1 G-Ad,
Manifestationen (Art) 1 CHRPE) 1G-Ca) | 20, 3 CHRPE) 1 M-Ca)

43




Ergebnisse

Die Penetranz der Krankheit ist nahezu 100 % (&bQimung 2005) und unbehandelte
Patienten entwickeln spatestens im funften oderhsten Lebensjahrzehnt ein
kolorektales Karzinom (Farrington et al. 2005). Lainer Studie von Lipton et al.
(2003) betragt die Rate metachroner und synchikwierektaler Karzinome 27 %. Bei
70 % der MAP-Patienten sind die kolorektalen Kavmme auf der linken Seite
lokalisiert (Lipton et al. 2003, Lefevre et al. )0

Die Adenome zeigen ein Uberwiegend tubuldses lnaldwilloses Wachstumsmuster
mit gelegentlichen hyperplastischen Polypen. Teter enormen Variationsbreite in
der Adenomgroéf3e (zwischen 1 mm und 40 mm) sind M&P-Patienten Mikro-
adenome typisch. MAP-assoziierte Karzinome werderwiegend als ,low-grade”-
Tumore eingestuft und sind zu 75 % mit synchronder®men assoziiert (Lipton et al.
2003, O’Shea et al. 2008). Die Progression der Adenzu Karzinomen scheint sich
bei MUTYH-Mutationstragern langsamer zu vollziehals bei HNPCC-Patienten
(Sieber et al. 2003).

2.3.1.2 Molekulargenetik

Zum ersten Mal wurde die MUTYH-assoziierte Polygd&d02 von Al-Tassan et al. in
einer Studie Uber eine britische Familie mit mudip kolorektalen Adenomen und
Karzinomen, ohne einer nachweisbaren Keimbahnnomtatn APC-Gen beschrieben.
Analysen somatischer Mutationsspektren im APC-Gen Tumore deckten einen
ungewohnlich hohen Anteil von G:€T:A-Transversionen auf, die Nonsense- und
Splice-Mutationen im APC-Gen zur Folge hatten. Motesanalysen des MUTYH-
Gens der betroffenen Individuen zeigten, dass descBwister alle compound
heterozygot fur die Missense-Mutationen Y165C ur88ZD waren. Der Stammbaum
der von Al-Tassan et al. (2002) beschriebenen kamsil in Abbildung 16 dargestellt.
Weitere Studien (Jones et al. 2002, Sampson 08B, Sieber et al. 2003) zeigten,
dass diese Entdeckung kein Einzelfall war, sond#éch eine biallelische MUTYH-
Mutation bei etwa 30 % der Patienten mit multipkatorektalen Adenomen darstellen
lasst.

Die MAP ist somit die erste Tumordispositionserlkamg, die auf einen Defekt im

Basen-Exzisions-Reparatursystem (BER) zuriickzufulste
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Abb. 16: Stammbaum der britischen Familie mit nplétn kolorektalen Adenomen und Karzinomen bei
nachgewiesener MUTYH-Mutation (modifiziert nach Bassan et al. 2002).

Zwei Geschwister (1I-2 und II-4) entwickelten Adene im Alter von 50 und 46 Jahren. Neun Jahre
spater wurden etwa 50 makroskopisch sichtbare Adendetektiert und die Patienten kolektomiert (MA
= Multiple Adenome, KE = Kolektomie). Individuum-@ starb an einem KRK. Alle drei Geschwister
waren compound heterozygot fur die Mutationen T$Ags und Gly382Asp. Die udbrigen
Familienmitglieder (11-7 bis II-10 und IlI-1 bisH5) waren entweder heterozygot fur eine der Vaean

oder komplett unauffallig.

Die MAP folgt, anders als die FAP und AFAP, eineatogsomal-rezessiven Erbgang.
Das bedeutet, dass die Polyposis-Erkrankung effstiteauwenn beide Kopien des
MUTYH-Gens mutiert sind. Kennzeichnend fir den aotoal-rezessiven Erbgang ist,
dass die Erkrankung nur in einer Generation inderhginer Familie auftritt.
Geschwister einer betroffenen Person haben einamattisches Erkrankungsrisiko von
25 %. Verursacht wird die MAP durch biallelische tisttionen im MUTYH-Gen auf
Chromosom 1. Das 7,1 Kilobasen grof3e MUTYH-Gentdbeshd aus 15 Introns und
16 Exons, ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 1saen p32.1 und p34.3
lokalisiert und kodiert fur ein 535 Aminosauren [§es Protein (Slupska et al. 1996).
Das MUTYH-Protein ist eine Glykosylase und schitig Zelle zusammen mit den
Enzymen MTH1 (MutT-homologes Protein) und OGG1l @@Quanin-DNA-
Glykosylase 1) vor der haufigsten oxidativen Basedifikation 8-Oxoguanin. In

Abbildung 17 ist die Funktion der drei Enzyme griaph dargestellt.
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Wird 8-Oxoguanin nicht entfernt, kommt es zu eifk@hlpaarung mit Adenin und
somit zu einer G:&T:A-Transversion, der haufigsten mutagenen Veramdgrin
einer DNA (Murken et al. 2006). MUTYH ist das mehische Homolog des MutY-
Enzyms inE. coli. Mit dem bakteriellen MutY-Protein weist es eingukturelle
Sequenzibereinstimmung von 41 % auf (Slupska é086). MUTYH interagiert auch
direkt mit der Untereinheit MSH6 des Mut$leterodimers aus dem MMR-System.
Diese Bindung stimuliert die DNA-Bindung und Glyktaseaktivitat von MUTYH mit
8-Oxoguanin-Fehlpaarungen.

MTH1 (3)
°GMP 4+——— °GTP

oxidative Schade *

¢ 5 Replikation 5 Replikation
TTeTT TTocTT TIEE T TTrT7TT
—> —> —>

drcil d1rcil AL AL d 1AL
0OGG1 (1) l MUTYH (2)
TT 1T TIGTT
drCciy

.
TTec TT ocel\ T IcTT
dlrecll

Abb. 17: Die Rolle der Enzyme MUTYH, MTH1 und OG@ieiner menschlichen Zelle (modifiziert
nach Sampson et al. 2005).

OGG1 (1) entspricht dem MutM-Enzym vén coli. Es entfernt die den Cytosinen gegenuberliegenden
8-Oxoguanine{G), so dass regulare Guanine eingebaut werden RGMIETYH (2) schneidet die mit
8-Oxoguaninen falschlicherweise gepaarten Adenieeaus. Eine nachfolgend&-C-Paarung kann
wiederum mit OGG1 aufgeltst werden. MTHL1 (3) istmbog zum MutT irE. coli. Die 8-oxo-dGTPase
dephosphorylier?GTP und schiitzt so die DNA vor wiederholtem Einlban 8-Oxoguanin in die freie
Stelle.

Bis Mitte des Jahres 2007 konnten Uber 80 Keimbaftatmonen in MUTYH-Genen
bei MAP-Patienten nachgewiesen werden (siehe Abbgdl8) (Croitoru et al. 2007,
David et al. 2007). Etwa zwei drittel der Mutationgnd Missense-Mutationen, deren
Krankheitswert nicht eindeutig geklart ist. Die theben Keimbahnmutationen

verursachen einen vorzeitigen Kettenabbruch der ¥MidFProteine und flihren so zu
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trunkierten  Proteinprodukten. In  Nordeuropa sind e dizwei haufigsten
Mutationsvarianten im MUTYH-Gen, mit einem Antedivetwa 80 %, die Mutationen
Y165C und G382D (Jones et al. 2002, Enholm et @032 Sieber et al. 2003). In
anderen ethnischen Gruppen konnten andere pathohmgiAlterationen gefunden
werden. Bei Patienten pakistanischer Herkunft istMutation Y90X sehr haufig, bei
Individuen indischen Ursprungs die Mutation E446Xdubei Mutationstragern aus
dem mediterranen Raum die Mutation 1395delGGA (@tdlfet al. 2003). Aufgrund
der Mutationsart sowie der Lokalisation in der DI$&guenz im MUTYH-Gen ist es
in manchen Fallen mdoglich, Voraussagen uber diesKquenz einer bestimmten
Mutation zu stellen. Wahrend einige Mutationen mem kompletten Proteinausfall
von MUTYH fihren, reduzieren andere Mutationen d¢éidh die Genexpression.
Desweiteren konnen durch die Mutationen Proteindfmadnteraktionen sowie
Modifikationen der Posttranslation verandert s&hmeil et al. (2003) untersuchten
die beiden Mutationsvarianten Y165C und G382D umahniten zeigen, dass die
Fahigkeit des veranderten MUTYH-Enzyms, 8-Oxoguakdenin-Fehlpaarungen zu

erkennen und zu reparieren, deutlich reduziert war.

HumanesMUTYH-Ger

T Y Y R 535 As
N J \ J \ J N J N J N J

Met12Val Arg83X Tyrl65Cys Arg260GIn Gly382Asp Glu466X
Prol8Leu Tyr90X Serl67Phe Cys276Trp Pro391Leu Ala475Thr
Gly25Asp Trpll7Arg Argl68Leu Arg295Cys Ala405Thr Arg520GIn
Val61Glu Aspl47His Argl170Pro GIn324Arg Leu406Met
lle209Val GIn324X Arg412Cys
Val220Met Phe344Tyr
Arg227Trp Pro345Th
Val232Ph
[l HhH-Motiv B Lokalisationssequel
[] Fcs-Motiv B Katalytische Domar
] Linker B MutT-ahniche Domén

Abb. 18: Keimbahnmutationen im MUTYH-Gen bei Indiuen mit MAP (modifiziert nach David et al.
2007). Die verschiedenen funktionellen Doménen dambig gekennzeichnet (FCS = Fe-S-Cluster-
Schleife, HhH = Helix-Hairpin-Helix, AS = Aminosdam). Die beiden haufigsten Mutationsvarianten in
Nordeuropa sind rot hervorgehoben.
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Mutationen in MUTYH-Genen konnen dazu fuhren, d@&€—T:A-Transversionen
nicht mehr vollstandig repariert werden und sichirs@anderen Genen akkumulieren.
Im Tumorgewebe von MAP-Patienten konnten vor allem APC-Gen vermehrt
G:C—T:A-Transversionen nachgewiesen werden, aber auemderen Genen wie im
K-ras (Lipton et al. 2003) und im BRAF (Ponti et 2007). Mutationen in TGFBIIR
und SMAD4 spielen nach aktuellem Kenntnisstand &ewder allenfalls eine
untergeordnete Rolle (Lipton et al. 2003, Sampsbrale 2003). MAP-assoziierte
Tumore zeigen meist keine Mikrosatelliteninstaéilitwie HNPCC-assoziierte
Karzinome. Nur in einigen wenigen Fallen konnteeeiSI bei Karzinomen mit einer
biallelischen MUTYH-Mutation nachgewiesen werdeml@atch et al. 2006, O’'Shea
et al. 2008). Die Karzinogenese der MAP untersatescch somit zwar vom CIN- und
MSI-Pathway, beinhalten jedoch auch Elemente bévtkrhanismen.

Das Erkrankungsrisiko von Personen, die nur eianggrtes MUTYH-Allel aufweisen
(heterozygote Trager), ist derzeit noch nicht eiride geklart. In der Allgemein-
bevoélkerung wird von einer Heterozygotenfrequenm woagefahr 1 % ausgegangen.
Nach Farrington et al. (2005) haben heterozygoteéahanstrager tber dem 55sten
Lebensjahr ein 1,63-fach erhthtes Risiko, an einastorektalen Karzinom zu

erkranken.
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2.3.2 MBD4

Das neun Kilobasen schwere MBD4-Gen, bestehendaaht Exons, ist auf dem
langen Arm von Chromosom 3g21-g22 lokalisiert undikrt fur ein 580 Aminosauren
grof3es und 66 kDa schweres Protein (Hendrich é68Pa, Wood et al. 2005).

Das MBD4-Protein (Methyl-CpG binding domain-prote), Synonym MED1
(Methyl-CpG binding endonuclease 1), gehort zu d@NA-Glykosylasen, einer
Gruppe von DNA-Reparaturgenen der Basen-ExzisiemaRatur. MBD4 entfernt
spezifisch Thymin- oder Uracil-Fehlpaarungen gegenivon Guanin an methylierten
oder unmethylierten CpG-Sequenzen (Hendrich e1339b, Petronzelli et al. 2000).
Guanin:Thymin-Fehlpaarungen entstehen sehr haufigFolge einer spontanen
Deaminierung von 5-Methylcytosin zu Thymin. Werdea nicht korrigiert, kommt es
bei der nachsten Replikationsrunde zu GA&T-Transitionen an CpG-Stellen, die zur
Tumorgenese beitragen. Laut Kleihues et al. (1997 in kolorektalen Karzinomen
nahezu 50 % der somatischen Mutationen im Tumorssgpprgen TP53 G:GA:T-
Transitionen innerhalb von CpG-Stellen.

MBD4 wurde 1998 von Hendrich und Bird bei der Suclaeh Enzymen mit einem
Methyl-CpG-Bindungs-Motiv entdeckt. Es gehort zaegi Proteinfamilie, deren flnf
Mitglieder (MBD1-4 und MeCP2) alle eine Methyl-Cg&@nrdungsdoméne (MBD)
besitzen.

Das MBD4 Protein besteht aus zwei funktionellen Roen, der N-terminalen Methyl-
CpG-Bindungs-Doméane (MBD), die die Bindung methyke CpGs innerhalb der
DNA ermdglicht, und einer COOH-terminalen GlykosgaDoméne (Hendrich et al.
1999b). Aminosduresequenzanalysen bei Mausen unusdien zeigen eine hohe
Ubereinstimmung der jeweiligen Doméane. Die humantehinale Domane ist zu
86,2 % mit der von Mausen identisch, die C-terrenBbmane zeigt eine 95 %ige
Homologie (Hendrich et al. 1999b) (siehe Abbildutf). Die Bindungsaffinitat des
MBD4-Enzyms zu seinem Substrat ist bei kompletthylegrter DNA hoher als bei nur
teilweise methylierter DNA (Bellacosa et al. 199®)as MBD4-Enzym ist eine
monofunktionale Glykosylase, das heil3t, das Probasitzt nur eine Glykosylase-
aktivitat und keine AP-Lyaseaktivitat (Hendrichat 1999b, Petronzelli et al. 2000).
Bellacosa et al. (1999) konnten zeigen, dass MBI anit dem MMR-Protein MLH1

interagiert.

49



Ergebnisse

MBD4
v I
1 76 14€ 461 524  58(
86,2 % 95,0 %

B VvsD

- Glykosylase-Doméane

Abb. 19: Schematische Darstellung des MBD4-Protgimdifiziert nach Hendrich et al. 1999b).

Farbig hervorgehoben sind die beiden funktionellBoménen, die aminoterminale Methyl-
Bindungsdoméne (MBD) (AS 76-148) sowie die carberylinale Glykosylase-Doméane (AS 461-524)
(ExPASy 2008). Die Prozentangaben unterhalb der&am zeigen an, inwieweit die MBD4-Doméanen
der Maus identisch sind mit denen des Menschen.

Studien von Millar et al. (2002) und Wong et al0@2) an Knockout-Mausen mit
inaktiviertem MBD4-Gen zeigten eine 2- bis 3-faahé@nte Mutationsfrequenz von
C—T-Transitionen an CpG-Stellen. Ebenso war bei MBi2@gativen Mausen mit
einer APC-Keimbahnmutation die Tumorgenese in Folgemehrter somatischer
C—T-Transitionen an CpG-Stellen innerhalb der kodidem Regionen des Wildtyp-
APC-Allels erhoht. Sansom et al. (2004) konnten M&D4-Knockout-Mausen mit
gleichzeitiger MMR-Defizienz keine gesteigerte Tugenese feststellen. Sie folgerten
daraus, dass ein MBD4-Mangel eine MMR-abhangige dmnogression nicht
beeinflusst.

Beim Menschen wiesen verschiedene Studien an naiteltiseninstabilen kolorektalen
Tumoren und anderen Karzinomen wie Endometriunnkias und Magenkarzinome
in 15-43 % der Falle MBD4-Mutationen nach (Baderakrl999, Riccio et al. 1999,
Yamada et al. 2002, Evertson et al. 2003). MBD44dt#lahen in mikrosatelliten-
stabilen Karzinomen hingegen konnten bis jetzt inddrgestellt werden (Bader er al.
1999, Riccio et al. 1999, Yamada et al. 2002, Begret al. 2003).
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Tabelle 9 gibt einen Uberblick iber MBD4-Mutationbai mikrosatelliteninstabilen

Tumoren.

Tab. 9: MBD4-Genmutationen in mikrosatelliteninskat Tumoren beim Menschen (modifiziert nach

Bellacosa 2001).

Anzahl der Falle mit Prozentualer
Karzinome MBI ¢ AL elss Literaturverweise
Gesamtzahl der MBD4-
untersuchten Falle Mutationen
KRK 11/42 26,2 % Riccio et al. 1999
KRK 9/20 45,0 % Bader et al. 1999
KRK 3/15 20 % Yamada et al. 2002
KRK 4/26 15% Evertson et al. 2003
Magen 4/14 29 % Yamada et al. 2002
Endometrium 2/9 22,2 % Riccio et al. 1999
Pankreas 1/5 20,0 % Riccio et al. 1999

Die meisten der Mutationen im MBD4-Gen sind Franifeshutationen in Folge von
Deletionen und Insertionen, die zu einem trunkreeoteinprodukt fuhren (Bader et
al. 1999, Riccio et al. 1999). Sequenzanalysen wuhegierten MBD4-Gens in
verschieden mikrosatelliteninstabilen Neoplasieigtea, dass fast alle Mutationen in
einer Polyadenin (A)-kodierenden Region (Codon 310 bis 313) in Exoie@en. Die
Folge dieser Mutation ist ein vorzeitiger Kettenaladh mit einem verkirzten MBD4-
Protein ohne C-terminale Glykosylaseaktivitat (Racet al. 1999, Wong et al. 2002).
In einigen Féllen konnte eine biallelische Mutatales MBD4-Gens im Tumorgewebe
dargestellt werden, entweder durch Frameshift-Naan in beiden Allelen oder
durch LOH des zweiten Allels (Bellacosa et al. 19R&cio et al. 1999). Meistens liegt
jedoch eine monoallelische heterozygote Mutation(Bader et al. 1999, Riccio et al.
1999).

Laut Chow et al. (2006) gibt es eine mindliche B&gting Uber eine beschriebene
Keimbahnmutation im MBD4-Gen bei einem Individuunit rainem hochgradigen

mikrosatelliteninstabilen Tumor.
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Im vorangegangenen Ergebnissteil wurde dargesteitiche Rolle verschiedene
Funktionsstérungen in DNA-Reparaturgenen bei detstehung von kolorektalen
Karzinomen spielen. Anhand neuester Literatur wairdie Klinik und die Genetik der
einzelnen erblichen Krebssyndrome beschrieben, ndie KRK assoziiert und auf
Mutationen in DNA-Reparaturgenen zurtickzufihrerdsiBbenso wurde aufgezeigt,
welche Auswirkungen Mutationen in den einzelnen DR@paraturgenen auf die
Entwicklung von kolorektalen Neoplasien haben kdnne

Tabelle 10 liefert einen zusammenfassenden Ub&rbkc Ergebnisse.

Tab. 10: Ubersicht tiber die zusammengefassten Eiggzb

Repa[r)aﬁﬁrsysten Repg:\;?urgen I\/'IA\ur:a?tli%rn e e

MMR hMLH1 Genetisch| HNPCC, MTS, TS, MMR-D|  JA
Epigenetisch KRK JA

hMSH2 Genetischl HNPCC, MTS, TS, MMR-D| JA

Epigenetisch KRK (JA)

hMSH6 Genetisch HNPCC, MTS, TS, MMR-D|  JA

hMLH3 Genetisch HNPCC JA

hPMS2 Genetisch  HNPCC, TS, MMR-D JA

hPMS1 Genetisch HNPCC JA
RER MGMT Epigenetisch KRK NEIN
BER MUTYH Genetisch MAP JA
MBD4 Genetisch KRK NEIN
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3.1 Mismatch-Reparaturgene

Funktionsstérungen in MMR-Genen verursachen veesligmne Tumordispositions-

syndrome, die mit kolorektalen Karzinomen assozgard.

In etwa 70 % lasst sich beiHNPCC-Syndrom eine Keimbahnmutation in MMR-
Genen nachweisen, wobei circa 90 % dieser Mutatianeden Genen hMLH1 und
hMSH2 zu finden sind. Der im Vergleich zu hMSH6 um@dMS2 hohe Anteil dieser
beiden MMR-Gene lasst sich damit erklaren, dasdeb@roteine keine alternativen
Bindungspartner fur die Bildung der Heterodimere\Varfigung haben. Bei Verlust
des MSH6-Proteins kann MSH2 aber alternativ mit N3S#hden und bei Mutationen
im hPMS2-Gen kann MLH1 mit PMS1 oder mit MLH3 eiretidrodimer bilden. Dies
erklart teilweise die niedrige Penetranz von hMSiHGd hPMS2-Mutationen. Es ist
anzunehmen, dass der Anteil von hPMS2-Mutationeloge hoher ist als bisher
beschrieben (12 %), da aufgrund der hPMS2-Pseuddagemenschlichen Genom die
Detektion von hPMS2-Keimbahnmutationen bei HNPC@eRten erschwert wird.
Keimbahnmutationen in anderen MMR-Genen (hMSH3, RISnd hMSH5) konnten
bis jetzt nicht festgestellt werden und scheinendig@ Entstehung von HNPCC keine
Rolle zu spielen. Eine Beteiligung des Exonuklehggens (EXO1) an der Genese des
HNPCC scheint auch ausgeschlossen (Jagmohan-Chetnglur2003, Thompson et al.
2004).

Oft werden mit den gangigen DetektionstechnikenRR@d Sanger-Sequenzierung)
nicht alle Mutationsarten in MMR-Genen entdeckt.sBal z.B. fir die Identifizierung
von groBen Genomischen Rearrangements andere fideningstest nétig (z.B.
MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifican).

Bei ungewdhnlichen Varianten des klassischen HNB@@droms, wie z.B. ein sehr
frihes Erstmanifestationsalter oder sehr milde Atgsformen sollten auch compound
heterozygote und/oder polygenetische MutationefEmvagung gezogen werden. In
Studien von Soravia et al. (2006) und Uhrhammer Bighon (2008) konnten in
HNPCC-Patienten sowohl Mutationen im MMR-Gen hMSHEB auch im FAP-
verursachenden APC-Gen nachgewiesen werden. Okkedt (2006) identifizierten
bei einem HNPCC-Patienten mit sehr frihem Erstnestationsalter (18. Lebensjahr)

eines KRK und multiplen Adenomen eine compound rbetgote hMSH6-Mutation
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sowie eine Mutation im APC-Gen. Auch Kombinationem hMSH6- und MUTYH-
Mutationen sind beschrieben (Niessen et al. 2086 ,Ruijenbroek et al. 2007).

Bei einigen Familien, die die Amsterdam-Kriteridir HNPCC erfillen, lassen sich
weder mikrosatelliteninstabile Tumore noch Keimbahttionen in MMR-Genen
darstellen (Lindor et al. 2005, Mueller-Koch et @D05). Kolorektale Karzinome
manifestieren sich hier spater, sind vermehrt Oistalisiert, zeigen eine langsamere
Progression der Adenom-Karzinom-Sequenz und weisgtener synchrone und
metachrone sowie extraintestinale Neoplasien aoh ¥inigen Autoren wird diese
Gruppe als ,familial colorectal cancer typ X“ odgMMR mutation negative“-
HNPCC-Familie bezeichnet (Grady 2005, Lindor e@D5). Die molekulargenetische
Grundlage dieser Entitat ist noch nicht geklartctiN®Mueller-Koch et al. (2005) scheint
die Pathogenese der KRK hier dem ,CIN-Pathway" algén.

Auch beim Muir-Torre-Syndrom liegen vor allem Keimbahnmutationen in den
beiden MMR-Genen hMSH2 und hMLH1 vor. Mikrosatelfistabile MTS-Tumore
(Typ 2) scheinen einen anderen molekularen Hinbeidjraufzuweisen als MMR-
Keimbahnmutationen. Vielleicht spielt hier die Itglerung des FHIT-
Tumorsuppressorgens eine wichtige Rolle. Bei petéren MTS-Talgdriisentumoren
sowie im Tiermodell mit M&usen konnte schon ein aumenhang von
mikrosatellitenstabilen MTS-Tumoren und einer FHBEninaktivierung dargestellt
werden (Fong et al. 2000, Holbach et al. 2002, Gaigl et al. 2006).

Die erst im Jahr 2007 identifizierten Keimbahnmiota¢én bei MTS im MMR-Gen
hMSH6 scheinen eine grof3ere Bedeutung zu haberuatst angenommen. Chhibber
et al. (2008) konnten in ihrer Studie hMSH6-Mutaga mit einem Anteil von 41 %
unter den MMR-Mutationen bei MTS-Patienten nachemisiMSH6-Analysen sollten
deshalb neben hMSH2- und hMLH1-Untersuchungen estef Bestandteil in der
MTS-Diagnostik sein (Arnold et al. 2007, Murphya&t2008).

Da das MTS als eine phanotypische Variante des HINB¢ghdroms angesehen wird,
ware eine Erweiterung der klinischen Definition dgsch-Syndroms mit Aufnahme
von Talgdrisentumoren und Keratoakanthomen zumlastgchen Spektrum sinnvoll,
wie es auch von einigen Autoren gefordert wird @Penal. 2006, Murphy et al. 2008).
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Bei Patienten mit MTS-Ph&notyp und adenomatdseypesis sollten auch MUTYH-
Mutationen (MAP-Syndrom) in Erwagung gezogen wer(mnti et al. 2005b).

In etwa 20 % der Falle lasst sich belarcot-Syndrom eine Keimbahnmutation in
den MMR-Genen hMLH1, hPMS2, hMSH2 und hMSH6 naclsemei

In den letzten Jahren werden immer mehr Falle \wwyarten biallelischen Defekten in
MMR-Genen, assoziiert mit ZNS-Tumoren, gastrointedén Neoplasien, aber auch
malignen Tumoren des blutbildenden Systems, Café@itfrlecken und anderen
Neurofibromatose-ahnlichen Merkmalen aufgedeckt teildveise noch dem Turcot-
Syndrom zugeordnet (Bougeard et al. 2003, De Vosl.e2004, Hedge et al. 2005,
Ostergaard et al. 2005).

Molekulargenetische Analysen an Turcot-Syndromedpédin verstarken die Vermu-
tung, dass es sich hierbei um zwei verschieden&art handelt:

* Monoallelische Keimbahnmutationen in hPMS2, hMLHWMSH6 und hMSH2
fuhren zum klassischen Turcot-Syndrom.

» Biallelische (homozygote oder compound heterozygiembahnmutationen
in hPMS2, hMLH1, hMSH6 und hMSH2 zeigen ein andeFamorspektrum
und ein friheres Manifestationsalter (erste odeeitevLebensdekade). Das
heil3t, eine Zuordnung zum MMR-D-Syndrom erscheiat kinnvoller zu sein
(siehe 2.1.4).

Das Mismatch-Repair-Deficiency-Syndrom (MMR-D) ist eine relativ ,junge®
Tumordispositionserkrankung, die auf eine bialdls Keimbahnmutation in MMR-
Genen zurlckzufuhren ist. Auffallig ist bei Betraghg der Familien-Stammbaume,
dass nur circa 50 % der Eltern von MMR-D betroffed@ndern HNPCC-assoziierte
Malignitaten aufweisen (Kruger et al. 2008), obwalach alle Eltern heterozygote
Mutationstrager sein mussten. Eine Ursache hiddinnte sein, dass die Eltern zum
Zeitpunkt der MMR-D-Syndrom-Diagnose des Kindes mozu jung fir die
Manifestation eines HNPCC-assoziierten Tumors waksme andere Erklarung ware
ein spateres Manifestationsalter, sowie eine rgedei Penetranz bei heterozygoter
hPMS2-Keimbahnmutation. Die Identifizierung einesM®-D-Syndroms ist bereits
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wegen der Mdglichkeit einer genetischen Testungnoth zwingender aufgrund einer
klinischen Uberwachung der monoallelischen Angejsirianzustreben.

3.2 Epigenetische Mechanismen

In den letzten Jahren wird mehr und mehr deutlichvelche wichtige zentrale Rolle
epigenetische Mechanismen bei der Tumorentstehung @umorprogression
einnehmen. Eine Veranderung des MethylierungsmaigtePromotorregionen scheint
ebenso haufig zu sein wie eine Inaktivierung vonmotsuppressorgenen in
Krebszellen durch genetische Mutationen (Costelkd.€2000, Esteller et al. 2001).

Im Gegensatz zu genetischen Mutationen sind epiigehe Veranderungen aber im
Prinzip reversibel und es besteht so beispielswdiseMdglichkeit, die durch DNA-
Hypermethylierung inaktivierten Gene wieder zu tedéren. Es ware z.B. mdglich,
epigenetisch modifizierte Krebszellen mit neuen Machenten gezielt in einen
harmlosen epigenetischen Zustand zurlickzuverwandelstatt sie abzutdten oder
operativ zu entfernen. Das, was man bis jetzt idmgenetische Prozesse bei der
Tumorentstehung weil3, scheint erst die Spitze t&®eEs zu sein. Es ist zu erwarten,
in naher Zukunft bei der Karzinogenese weitere Hiis& auf epigenetische
Mechanismen und nicht nur genetische Mutationen finden. Diese neuen
Erkenntnisse konnten zur Entwicklung von innovativ@herapien fihren, die
epigenetisch stillgelegte Gene wieder aktivieremige Wirkstoffe, die die DNA-
Methylierung oder die Modifizierung von Histonennim@en, werden bereits in der
Krebstherapie klinisch erprobt.

Bei erblichen kolorektalen Karzinomen findet marere genetischen Modifikationen
auch epigenetische Mutationen in DNA-Reparaturgenen

hMLH1 -Promotormethylierungerspielen vor allem bei sporadischen kolorektalen
Karzinomen eine Rolle, wahrend Keimbahnepimutatioriem hMLH1-Gen bei
hereditdren kolorektalen Neoplasien eher selten fmden sind. hMLH1-
Keimbahnepimutationsanalysen werden bei HNPCC-Ratie mit einem frihen
Manifestationsalter eines KRK, MSI-Tumor, MLH1-Ergsionsausfall und ohne
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nachweisbarer Keimbahnmutation im hMLH1-Gen alsywaoll erachtet (Suter et al.
2004, Gorgens et al. 2007, Hitchins et al. 2007le\&t al. 2007).

Ohne Untersuchung der Gameten ist es schwierigustgilen, ob es sich bei einer
Epimutation um eine de-novo-Epimutation handelgroob die Modifikation von den
Eltern vererbt worden ist. Auffallig ist, dass damthylierte Allel fast immer das
maternale Allel ist. Wahrscheinlich ereignen sichinkutationen haufiger in der
Oogenese oder werden wahrenddessen eher aufredtaerh Wahrend der
Spermatogenese hingegen erfolgt eine Umprogramngerdie alle epigenetischen
Veranderungen ausldscht. Bis jetzt wurden nur iriZtudien hMLH1-Epimutationen
in den Keimzellen (Suter et al. 2004) bzw. verefitdH1-Epimutationen (Hitchins et
al. 2007) beschrieben. Hitchins und Ward (2007j)idieren allerdings die Daten von
Suter et al. (2004) und vermuten, dass die fesdtiiest hMLH1-Epimutationen in den
Spermien des Probanden auf Verunreinigungen mithyhetten Korperzellen
zurtckzufihren sind. Solange der molekulargenetisbtechanismus der hMLH1-
Epimutation nicht vollstandig aufgeklart ist, lasgth keine absolute Aussage zu einem
paternalen Vererbungsrisiko treffen.

Es ist davon auszugehen, dass mit den bis jetZrglighen Techniken noch nicht alle
epigenetischen Veranderungen erfasst werden kéanérso viele Epimutationen im
Verborgenen bleiben.

Bisher ist nur von Chan et al. (2006) eine Famiheit einer vererbten
Keimbahnmethylierung deeMSH2-Promotors ber drei Generationen beschrieben
worden. Suter und Martin (2007) sowie Horsthemk@0{2 kritisieren die Auslegung
der Ergebnisse von Chan et al. (2006) als Bewers eftie vererbte hMSH2-
Keimbahnmethylierung. Das Mosaikmuster der Hypehyletrung deutet ihrer
Ansicht nach eher auf ein somatisches Ereignis wacH-ertilisation hin. Interessant
wére zu erfahren, ob die hMSH2-Epimutation in Gesvelller drei Keimblatter zu
finden ist. Auch liegen keine Angaben dazu vor,dad Epimutation in den Gameten
nachgewiesen werden konnte. Gegen eine hMSH2-Kéingmamutation spricht auch
das strikte Mendelsche Vererbungsmuster der Eptmoatasowie die vollstandige
Penetranz Uber drei Generationen. lhrer Meinundp mstcdie von Chan et al. (2006)

beschriebene Epimutation als sekundéare Epimutationsehen, die, &hnlich dem
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pathogenen Mechanismus des Fragilen X Syndroms (HMRolge einer cis-
wirkenden-DNA-Mutation ist, (Stbger et al. 1997).

Eine Inaktivierung des DNA-ReparaturgemMdGMT durch Promotorhypermethy-
lierung lasst sich in nahezu 40 % bei kolorektd@nzinomen nachweisen (Esteller et
al. 1999, Menigatti et al. 2007, Ogino et al. 20@&ipe transgenerationelle Vererbung
dieser Epimutation ist bis jetzt noch nicht bessben worden. Eine erhdhte
Mutationsrate im Onkogen K-ras und im Tumorsuppegn TP53 als Folge der
Epimutation ist belegt. Inwieweit die Inaktivierungpn MGMT auch Einfluss auf
weitere ,traditionelle Krebsgene” wie z.B. APC, D@@d SMAD in der Tumorgenese
des kolorektalen Karzinoms hat, ist noch offen. Diaktivierung des MGMT-Gens
durch Promotorhypermethylierung verursacht ahnliem MMR-defekten Tumoren

einen ,Mutator-Phanotyp*, der das Krebsrisiko iaren Zellen steigert.

3.3 Basen-Exzisions-Reparaturgene

Funktionsstérungen in DNA-Reparaturgenen des BE&e®ys sind auch an der
Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms beteiligt.

Die MUTYH-assoziierte Polyposis (MAP)ist ein relativ ,neues* Krebsdispositions-
syndrom und wurde erst 2002 zum ersten Mal von @gdshn et al. beschrieben.
Meistens sind MAP-Tumore mikrosatellitenstabil. Nuwr einigen wenigen Fallen
konnte eine MSI bei Karzinomen mit einer bialldiso MUTYH-Mutation
nachgewiesen werden (Colebatch et al. 2006, O'&heal. 2008). Colebatch et al.
vermuten, dass in solchen Fallen biallelische MUTMHitationen in der frihen
Tumorgenese eine Rolle spielen, dann aber durclatddaen in MMR-Genen ersetzt
werden, die zu einer Mikrosatelliteninstabilitahfén.

Der molekulargenetische Mechanismus der MAP isthntange nicht vollstandig
aufgeklart und es sind noch viele Fragen offen,. ZtBvieweit die Schwere der
Erkrankung mit der Art der MUTYH-Mutation korreliender warum gerade das Kolon
und das APC-Gen so anféllig fur BER-Defekte sind.

Auch ist nicht geklart, welche Friuherkennungsuntensingen fir heterozygote

MUTYH-Mutationstrager sinnvoll sind. Laut Farringtoet al. (2005) weisen
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heterozygote Mutationstrager ein 1,63-fach erhoRisgo auf, an einem kolorektalen
Karzinom zu erkranken. Ob dieses gering erhoht&k®&istensivere Friherkennungs-
untersuchungen rechtfertigt, kann derzeit noch tnatbschliel3end beurteilt werden.
Homozygoten Mutationstragern einer MUTYH-Mutationrdv derzeit das gleiche

Friherkennungsprogramm wie Patienten mit einer ABsbziierten AFAP empfohlen.

Beim Menschen konnten Mutationen MBD4-Gen zu 15-43 %in mikrosatelliten-

instabilen kolorektalen Tumoren nachgewiesen werdd&tikrosatellitenstabile

Karzinome zeigten hingegen keine MBD4-Mutationesi skellt sich hier die Frage, ob
die MBD4-Mutationen nicht als Folge der genomischistabilitat durch die

Mikrosatelliteninstabilitat zustande gekommen sind.

Bis jetzt sind in der Literatur noch keine Keimbatutationen in MBD4-Genen

beschrieben worden.

Bei einer weiteren Tumordispositionserkrankung, degperplastischen Polypdsen
Syndrom (HPS), ist der molekulargenetische Hintergrnoch weitgehend unklar und
es konnten bis jetzt noch keine Gene eindeutigtifilgart werden. Eine Beteiligung

von BER-Genen ist sehr wahrscheinlich und weiterget$uchungen sind hier zur
Aufklarung des genetischen Pathomechanismuses nétig

Die Erforschung von Mutationen in DNA-Reparaturgehat sich im letzten Jahrzehnt
rasant entwickelt. Verschiedene Krebssyndrome lamnaufgeklart oder neu
beschrieben werden. Die molekulargenetische Ideietiing von Tumordispositions-
erkrankungen ermdoglicht es, Mutationstrager zuserth zu erfassen und diese
geeigneten Friherkennungsuntersuchungen und PigvaniaRnahmen zuzufihren.
Da sich die Techniken zur Mutationsdetektion stgnddrbessern, ist in Zukunft mit

der Entdeckung weiterer Funktionsstorungen in DN&p&aturgenen zu rechnen.
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4 Zusammenfassung

5 bis 10 % aller kolorektalen Karzinome entstehah adem Boden einer erblichen
Disposition. Bei der Tumorgenese dieser hereditéidarektalen Karzinome spielen
pathogenetisch vor allem Mutationen in DNA-Repaggnen eine wichtige Rolle. Ziel
dieser Arbeit war es, anhand neuester Literatuzusdellen, welche Bedeutung
Funktionsstérungen in DNA-Reparaturgenen als Rialkoren bei der Entstehung von
erblichen kolorektalen Karzinomen haben.

Die meisten Mutationen unter den DNA-Reparaturgefieden sich in Genen des
Mismatch-Reparatursystems. Genetische Keimbahniongst in MMR-Genen sind an
der Pathogenese von vier verschiedenen Krebssyedrbeteiligt, die zu kolorektalen
Karzinomen fihren konnen. Es sind das autosomairgom vererbte HNPCC-
Syndrom mit Mutationen im hMLH1-, hMSH2-, hMSH6-MhH3-, hPMS2- und
hPMS1-Gen, das autosomal-dominant vererbte MuireF8yndrom dessen Grundlage
Mutationen im hMSH2-, hMLH1- und hMSH6-Gen sindsadaitosomal-dominant oder
autosomal-rezessiv vererbte Turcot-Syndrom mit Kloten im hMLH1-, hPMS2-,
hMSH2- und hMSH6-Gen sowie das autosomal-rezessierlite Mismatch-Repair-
Deficiency-Syndrom mit Mutationen im hMLH1-, hMSH2Z¥MSH6- und hPMS2-Gen.
Neben genetischen Mutationen werden auch zunehey@gdnetische Modifikationen
entdeckt, die DNA-Reparaturgene durch Promotorhypénylierung inaktivieren und
so an der Pathogenese erblicher kolorektaler Kamzén mitwirken. Bis jetzt sind
Epimutationen in den MMR-Genen hMLH1 und hMSH2 &r diteratur beschrieben
worden. Auch im DNA-Reparaturgen MGMT, einem Gers alem Reversions-
Reparatursystem, konnten Epimutationen nachgewiesgden, die die Entstehung
von kolorektalen Tumoren fordern.

Funktionsstérungen in DNA-Reparaturgenen des B&seisions-Reparatursystems
sind ebenso an der Tumorgenese des kolorektaleningans beteiligt. Genetische
Keimbahnmutationen im DNA-Reparaturgen MUTYH fuhrerur MUTYH-
assoziierten Polyposis (MAP), einem erblichen Ksghdrom, mit einem autosomal-
rezessiven Erbgang. Genetische Mutationen konnterh am MBD4-Gen, einem

weiteren BER-Gen, in Kkolorektalen Karzinomen nagfigeen werden.
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