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Genetische Diagnostik hereditarer Kolonkarzinome

Genetic Diagnostics for Hereditary Colon Cancer

B. H. Brandt

Zusammenfassung: Polyposis und chronisch in-
flammatorische Darmerkrankungen, die bereits im Al-
ter von 2 bis 5 Jahren beginnen konnen, priadisponieren
fiir kolorektale Karzinome in der 4. und 5. Lebensdeka-
de. Bei der Polyposis wird eine Mutation in dem Tu-
morsuppressorgen (TSG) APC (adenomatous polyposis
coli gene) in der Lymphozyten-DNA gefunden. Bei der
ulcerativen Kolitis tritt meistens eine Mutation im
TSG p53 als erster Hinweis auf die Krebsentstehung
auf. Das hereditidre nicht-polypose Kolonkarzinom
(HNPCC), das 5% aller kolorektalen Karzinome um-
fasst, wird durch die Inaktivierung in DNA-Repera-
turgenen (MMR) hervorgerufen, welche durch eine
Instabilitdt von polymorphen einfachen repetitiven Se-
quenzen in der DNA nachweisbar ist. Zur Karzinom-
entstehung miissen zu den Keimbahnmutationen weite-
re Mutationen in Genen wie ras, DCC, MCC und p53
hinzukommen. Es wurden Labormethoden etabliert, die
den Nachweis von Mutationen in TSG und MMR er-
moglichen. Man muss dabei die direkte Bestimmung
einer Mutation mittels Sequenzierung mit fluoreszenz-
markierten Didesoxy-Nukleotiden von indirekten Me-
thoden wie dem Protein Truncation Assay oder der de-
naturierenden HPLC unterscheiden. Positive Ergebnisse
mit den indirekten Methoden miissen stets durch Se-
quenzierung bestétigt werden. Alle Methoden sind auf
Lymphozyten-DNA und DNA aus Gewebe von Poly-
pen, Adenomen und Karzinomen anwendbar. Patienten
mit einer nachgewiesenen Mutation in TSG oder MMR
tragen ein hohes Karzinomrisiko, sollten engmaschig
kontrolliert werden und eine konsequente Behandlung
der Priméarerkrankung ist notwendig. Bei Patienten mit
einer APC-Mutation wird eine grofe Variabilitit der
Zeitspanne bis zum Ausbruch des Karzinoms beobach-
tet. Aufgrund von Ergebnissen an Mausmodellen, die
eine Mutation im APC-analogen Gen der Maus tragen,
kann man auf die Existenz von Tumor-modifier Genen
auch beim Menschen schlieBen, die mit den TSG und
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MMR kooperieren. Uber sie konnte in Zukunft eine in-
dividuellere Bestimmung des Karzinomrisikos und
auch der Progredienz von bestehenden Karzinomen
moglich werden.

Schlisselworter: Familiire kolorektale Karzinome;
Tumorsuppressorgene; DNA-Reperaturgene; Tumor-
modifier Gene; Mikrosatellitenanalyse; direkte Se-
quenzierung.

Summary: Polyposis and chronic inflammatory large
bowel diseases with its earliest onset at age 2 to 5 are
prone for cancer development in the thirties or forties.
In polyposis, one allele of the tumor-suppressor gene
(TSG) adenomatous polyposis coli gene (APC) is al-
ready inactivated in the germ line, whereas in ulcerative
colitis the p53 TSG is affected in the inflammatory tis-
sue. Hereditary non-polyposis colorectal cancer, com-
prising 5 % of all cancer cases, is caused by mutations
in mismatch repair genes (MMR) which is detectable
by a genetic instability of simple sequence polymorphic
DNA stretches. Subsequent mutations have to follow
accidentally to develop the complete malignant pheno-
type: ras, DCC (deleted in colon cancer, Chr. 18q),
MCC (mutated in colon cancer, Chr. 5q), and p53 muta-
tions are required for full malignant transformation.
Laboratory methods have been established to determine
the TSG and MMR mutations. Using direct sequencing
methods such as the didesoxy-nucleotides and indirect
methods such as the protein truncation assay or denatu-
rating HPLC most of the mutations are detectable. The
methods are applicable to DNA from lymphocytes, tis-
sue from polyps, adenomas, and cancer. Patients indi-
cated to harbor TSG or MMR mutations are at high
risk, and as a consequence, short-term follow-up and, if
detectable, consequent treatment of the primary disease
is necessary. In respect to individuals inheriting an APC
mutation predisposing to colorectal cancer different
outcomes are observed, ranging from early aggressive
cancer to disease-free survival. This might be explained
by the cooperation of TSGs and MMRs with tumor-
modifier genes. Tumor-modifier genes were identified
from investigations of the genetic background effects
on phenotypic expression in mice carrying a point mu-
tation in the mouse equivalent of the APC gene (APC-
MIN) and could provide us with genetic markers with
which individuals could be tested for disease suscepti-
bility or tumor progression.
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Das hereditare Kolonkarzinom
und familiare Krebssyndrome
mit Beteiligung des Kolons

Kolorektale Karzinome stellen in der Bundesrepublik
bei Frauen die zweithdufigste und bei Ménnern die
dritthdufigste Krebserkrankung. Seit Mitte der 80er Jah-
re ist kein weiterer Anstieg der Neuerkrankungen zu
verzeichnen; die altersstandardisierte Mortalitétsrate ist
sogar leicht riickldufig. Die Risikofaktoren fiir das kolo-
rektale Karzinom sind im wesentlichen in der Ernéh-
rung zu finden. Bei vorsichtiger Schitzung kénnte man
sagen, dass 5/6-3/4 der Karzinome sporadisch und
1/6—1/4 familidr gehduft auftreten. Daneben gibt es
auch Darmerkrankungen, die das Risiko erhohen, wie
die chronisch-entziindlichen Erkrankungen der Darm-
schleimhaut (Colitis Ulcerosa, M. Crohn). Man kann
heute davon ausgehen, dass eine monogenetische Pri-
disposition in ca. 6 bis 7 % der kolorektalen Karzinome
vorliegt. Ein kleinerer Teil der erblichen Karzinome
(ca. 1 %) manifestiert sich dabei in Form von Adeno-
men (familidre adenomatdse Polyposis coli, FAP). Sie
geht oftmals mit mehr als 100 Polypen einher, die meis-
tens in der zweiten Lebensdekade auftreten. Es kann
auch zu einer milderen Form mit einer geringeren An-
zahl flacher Adenome kommen. Die unbehandelte
Polyposis fiihrt in 100 % der Fille zum Karzinom.

In etwa 5% aller kolorektalen Karzinome sind auf
eine Pridisposition zuriickzufiihren, die nicht mit der
Bildung von Polypen einher geht. In diesen Familien
mit hereditdirem nicht-polypdsem Kolonkarzinom
(HNPCC, Lynch Syndrom) liegt das friiheste Erkran-
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kungsalter bei 45 Jahren, es werden aber auch Einzel-
fille in den friihen Zwanzigern gefunden. Da Symptome
als Kiriterien fehlen, werden in der Praxis die HNPCC-
Familien am ehesten unter denen gefunden, die
anamnestisch die sogenannten Amsterdam-Kriterien der
Internationalen Kollaborationsgruppe fiir HNPCC erfiil-
len. Diese sollten dann einer molekularen Diagnostik
zugefiihrt werden. Die Kriterien besagen, dass die Fami-
lie mindestens drei Verwandte mit kolorektalem Karzi-
nom umfassen sollte, von denen einer der Verwandte
1. Grades der beiden anderen sein sollte. Zusitzlich
muB das kolorektale Karzinom iiber zwei Generationen
gefunden worden sein, wobei ein Betroffener bei der
Diagnose jiinger als 50 Jahren gewesen sein sollte. Die
FAP sollte auBerdem klinisch ausgeschlossen werden.

Da das Lebenszeitrisiko eines Menschen fiir ein ko-
lorektales Karzinom von 2 auf 6 % steigt, wenn er einen
erkrankten Verwandten ersten Grades hat, und sogar auf
17 %, wenn zwei Betroffene in der Familie sind, kann
man davon ausgehen, dass es niedrig penetrante pri-
disponierende Gene fiir das kolorektale Karzinom ge-
ben muf3. Dazu kommt, dass das kolorektale Karzinom
eine Manifestation anderer familidrer Krebssyndrome,
z.B. des familidren Mammakarzinoms aufgrund einer
BRCAI1-Mutation sein kann. Tabelle 1 stellt die ver-
schiedenen Risikogruppen nach dem Erscheinungsbild
ihrer klinischen Erstmanifestation dar.

Die Grundlagen der molekularen Diagnos-
tik hereditarer kolorektaler Karzinome

Sensitive und spezifische Verfahren basierend auf mo-
dernen Technologien, wie Fluoreszenzfarbstoffchemie,
Laseroptik, Nanoliter-Kapillarelektrophorese und Com-
puterelektronik ermdoglichen die Bereitstellung von Pa-
rametern der Genom-(DNA) und Transkriptomebene

Tabelle1 Kolonkarzinom-Préadispositionen
Syndrom Beginn der Erkrankung  Begleiterkrankungen Kolonkarzinom-
(Lebensalter) Inzidenz

¢ Polyposis
fam. adenomatés >10 Hepatocelluléres Adenom 90-100 %
Gardner Syndrom <10 Osteom, Soft Tissue Sarkom ?
Oldfield Syndrom <10 multiple sebaceuse Zysten ?
Turcot Syndrom <10 Medulloblastom, Gliom ?
juvenile <10 1%
Peutz-Jeghers Syndrom >10 extracolische Polypen 1-10%

¢ Colitis Ulcerosa <20 Leber Metastasen >5%

e Fam. cancer syndromes Mammakarzinom, Schilddriisen-
(e.g. BRCA1 mutation) karzinom

¢ Hereditares Nicht-polypbses >45 Endometriumkarzinom ~80%
Kolonkarzinom (HNPCC)
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(mRNA) iiber die Forschung hinaus fiir die klinische
molekulare Diagnostik. Damit wurde eine Préadisposi-
tionsdiagnostik fiir Kolorektale Karzinome moglich, die
dem behandelnden Arzt in der Entscheidung iiber Bera-
tung, weitere Beobachtung und Behandlung des Patien-
ten wichtige Hilfen geben.

Die molekulare Diagnostik von Tumoren geht davon
aus, dass maligne Tumoren auf genetische Evolution,
auch Mutagenese genannt, durchlaufen. Die Mutatio-
nen, die zur Entstehung und Ausbreitung eines malig-
nen Tumors fiithren, miissen dabei in Genen auftreten,
die das Wachstum, die Differenzierung und den Tod der
Zellen in den Geweben des menschlichen Korpers mal-
geblich bestimmen. In der molekularen Diagnostik von
Kolorektalen Karzinomen sind prinzipiell dabei zwei
Gruppen von Genen von Bedeutung [1]:

a) die rezessiven Tumorsuppressorgene, bei deren die
Mutation zu einem Wegfall eines Wachstumsstopp-
signals fiihrt und

b) und die Gruppe der Mutatorgene, die sich genetisch
rezessiv wie die Suppressorgene verhalten. Hier fiihrt
die Mutation zu einem Funktionsverlust eines Pro-
teins, das die Integritdt der genomischen DNA nach
der Replikation sicherstellt.

Die Gene konnen bereits im Genom der Keimzellen

mutiert sein oder spontan im differenzierten Organge-

webe zu jeder Zeit im Leben eines Menschen entstehen.

Die Keimbahnmutationen sind vererbbar (hereditir)

und bleiben auf die rezessiven Suppressor- und Muta-

torgene beschrinkt. Das liegt daran, dass die Auspri-
gung des Phénotyps bei beiden Gengruppen auf einem

Funktionsverlust beruht und sich daher erst auswirken,

wenn beide Gene (Allele) im diploiden Chromosomen-

satz des Menschen mutiert sind.

Im Folgenden wird die Bedeutung dieser Gene fiir
die Entstehung und den Nachweis einer Pridisposition
eines kolorektalen Karzinoms weiter ausgefiihrt.

Mutationen in Tumorsuppressorgenen sind die
Ursache fiir die familiéire adenomatise Polyposis
(FAP) - einer monogenetischen Tumorerkrankung
Die FAP wird durch eine Mutation im APC-Gen (,,ade-
nomatous polyposis coli gene®) auf dem Chromosom
5q autosomal dominant vererbt [2]. Die geschétzte Pe-
netranz fiir ein Adenom bei Gentrigerschaft betrigt
90 %. Das APC-Gen ist ein Tumorsuppressorgen. Die
iber 700 beschriebenen Mutationen fiihren in der Mehr-
zahl zu einem Abbruch der Proteinkette und damit zum
Funktionsverlust. Die meisten Familien haben isolierte
und bestimmte Mutationen des APC-Gens. Die Identi-
fizierung einer APC-Mutation mit molekularen Metho-
den ist sehr aufwendig, eroffnet aber die Moglichkeit,
Mutationstrager frithzeitig zu erkennen und damit le-
benslang den Ausbruch des Karzinoms zu verhindern.
Nicht betroffenen Familienangehorigen konnen nach
dem Gentest weitere und wiederkehrende invasive Un-
tersuchungen erspart werden. Einschrinkend muss man
sagen, dass die APC-Genuntersuchung nicht in allen
APC-Familien erfolgreich (informativ) ist, was in ein-
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zelnen Fillen zur Unterschitzung des Karzinomrisikos
fiihren kann. Bis zu 30 % der Fille mit Polyposis haben
allerdings eine de novo Mutation des Gens in der Keim-
bahn ohne eine bisherige familidre Haufung. Diese Mu-
tation kann weitervererbt werden und eine neue Kolo-
rektalkarzinomfamilie entstehen lassen. Daneben wird
eine APC-Genmutation auch in der DNA von sporadi-
schen Karzinome gefunden und zeigt damit, dass sie
ein Glied in der Kette von Mutationen bei der Entste-
hung des kolorektalen Karzinoms darstellt.

Mit der Entdeckung des Suppressorgens APC konnte
erstmals eine vollstindige Mutationssequenz in der Ent-
wicklung eines sporadischen Karzinoms von der Nor-
malzelle liber die benigne Wucherung, dem Adenom,
bis zum metastasierenden Karzinom aufgeklédrt werden
[2]. Es hat sich dabei die Annahme von Nowell besta-
tigt, dass 6 bis 7 Mutationen notwendig sind, damit das
Vollbild des malignen Phénotyps sich ausbilden kann
[3]. Man riickt heute allerdings wieder davon ab, dass
ausschlieBlich eine lineare Folge bestimmter Mutatio-
nen zur Entstehung eines Malignoms fiihrt.

Mutatorgene fordern die Entstehung des hereditéiren
nicht-polyposen Kolonkarzinoms (HNPCC)

Die zweite Gruppe von Genen, iiber die Mutationen
vererbt werden, stellen Mutatorgene dar [4]. Mutatorge-
ne kodieren fiir Proteine des DNA-Reparaturapparates.
Am hiufigsten von Mutationen betroffen sind die Mis-
match-Repair-Gene (MMR), die bei der Replikation
tiberhdngend eingebaute einzelne Basen wieder entfer-
nen [5]. Bleibt die Entfernung dieser Fehlbasenpaarun-
gen, die in jedem Zellzyklus entstehen, aus, hdufen sich
Einzelbaseninsertionen (Punktmutationen) in den Nach-
kommenzellen an. Die MMRs sind aber auch oft in
spontanen Malignomen defekt, besonders haufig in
Kolonkarzinomen.

Der Defekt der MMRs macht sich besonders an
Gensequenzen bemerkbar, die repetitive Basenfolgen
enthalten. Die repetitiven Sequenzen der sogenannten
»simple sequence repeats” (SSRs) bestehen aus 1 bis
6 Basenwiederholungen, sie kommen etwa 100 000 Mal
im menschlichen Genom vor und werden besonders
hdufig von Fehlbasenpaarungen betroffen, die im Nach-
hinein wieder entfernt werden miissen (Abb. 1). Der
Funktionsverlust eines Reparaturgens fiihrt, anders als
bei den Suppressorgenen, die direkt den Zellzyklus kon-
trollieren, zu einer Anhdufung von Mutationen in einer
unbestimmten Anzahl von Genen der Zellen. Zellklone,
deren weitere Mutationen mitosechemmende Supressor-
gene inaktivieren oder proliferationssteigernde Onkoge-
ne aktivieren, werden die anderen Zellen dieses Organ-
bereiches iiberwuchern und den Stammklon des Tumors
bilden (,clonal dominance®). Die hohe Mitosehiu-
figkeit dieses Zellklones fiihrt unweigerlich zu einer
weiteren Anhdufung von Mutationen und damit zur
weiteren Entartung. Aus Untersuchungen an SSRs in
verschiedenen Tumorarten weis man, dass die Anzahl
der Mutationen wihrend der Entwicklung vom organ-
begrenzten Tumor zur Metastase zunimmt.
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Abbildung1 Bestimmung einer Mikrosatelliten Instabilitat (MSI)

HNPCC ist eine genetisch sehr heterogene Erkran-
kung. Uber eine umfangreiche Analyse dieser SSRs in
Familien mit gehduftem Auftreten von Kolonkarzino-
men konnte man 5 MMR-Gene identifizieren (MSH2,
MLH1, PMS1, PMS2, MSH6), die fiir die Entstehung
des nicht-polyposen Kolonkarzinoms (HNPCC) verant-
wortlich sind [5]. Die genetische Untersuchung beginnt
deshalb mit einem Screeningtest im Tumor -eines
Betroffenen in einer Familie, die die Kriterien erfiillt,
oder der einen sehr frithen Krankheitsbeginn aufweist
(Abb. 1). Der Test erfasst die Replikationsfehler in der
DNA iiber die Untersuchung der oben schon erwihnten
repetitiven Sequenzen (Abb. 1, Tabelle 2). In 95 % der
HNPCC Tumoren stellt sich der Replikationsfehler
durch eine sogenannte Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI)
dar. Diese wird auch in 10 %—15 % der sporadischen
kolorektalen Karzinomen angetroffen. Die MSI kann
tiber die Analyse von 5 lingenpolymorphen Sequenzen
der Patienten-DNA bestimmt werden [6].

Wird ein RER+-Phédnotyp gefunden, miissen die in
Frage kommenden Reparaturgene entsprechend ihrer
Mutationsfrequenz bei HNPCC einzeln sequenziert und
so muf} die bestimmte Mutation ermittelt werden. Etwa

jeweils 30 % der Fille sind auf Mutationen in den Ge-
nen MSH2 und MLH1 zuriickzufiihren. Die weiteren
Gene PMS1, PMS2 und MSH6 werden nur in wenigen
Fillen gefunden und sind deshalb in der Regel nicht Be-
standteil des ,,Routine-Untersuchungsprogramms. Da-
riiber hinaus wird bei weiteren ca. 30 % keine Mutation
in einem dieser Gene gefunden. Das Lebenszeitrisiko
fiir einen Patienten mit einer Mutation liegt fiir das ko-
lorektale Karzinom bei ca. 80 % und zusitzlich fiir ein
Endometriumkarzinom bei ca. 40 %. Auflerdem werden
im fortgeschrittenen Alter auch erhdhte Risiken fiir Ma-
gen-, Gallengangs- und uroepitheliale und Ovarialkarzi-

Tabelle2 Konsensus-Mikrosatellitenmarker fir die Be-
stimmung eines Replication errors (RER+)

Marker Gen Polymorphismus
BAT 25 c-kit ttt

BAT 26 hMSH2 aaa

D17S250 MFD15 (CA)n

D5S346 APC (CA)N

D2S123 - (CA)n
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nome beobachtet. Triger einer HNPCC-assoziierten
Mutation sollten ab dem 20. Lebensjahr 1- bis 2-jihr-
lich koloskopiert werden und weibliche Triger dariiber
hinaus gynikologisch engmaschig kontrolliert werden.
Es hat sich gezeigt, dass eine regelmifige koloskopi-
sche Kontrolle die 10-Jahresinzidenzrate fiir ein kolo-
rektales Karzinom um 50 % senkt [7]. Aulerdem wurde
auch die Prognose der Patienten verbessert. Fiir die
Prognose extrakolischer Manifestationen liegen bislang
keine Verlaufsdaten vor. Neben dem verbesserten kli-
nischen Management fiir Gentrdger und dem Vorteil,
dass nicht betroffenen Familienangehorigen wieder-
kehrende invasive Untersuchungen erspart werden
konnen, beschrinkt die groBe genetische Heterogenitit
der Erkrankung den klinischen Einsatz der molekularen
Diagnostik.

Die Penetranz erblicher Kolonkarzinome
wird durch Folgemutationen
und Tumor-modifier Gene beeinfluBt

Etliche Gendefekte zeigen eine inkomplette Penetranz,
d. h. sie fithren erst nach Lebensdekaden zum manifes-
ten Tumor oder auch gar nicht. Wihrend z.B. eine
RB1-Mutation innerhalb der ersten 3 Lebensjahre zum
Retinoblastom fiihrt, betrdgt die Zeitspanne bis zur
Kolonkarzinomdiagnose bei einer APC-Mutation u. U.
30 Jahre. Die Griinde fiir eine inkomplette Penetranz
sind vielfdltig. Zum einen haben wir schon beim here-
ditdren Kolonkarzinom gesehen, dass weitere Mutatio-
nen (ras, DCC, MCC, p53 [2], notwendig sind, damit
ein maligner Tumor entstehen kann.

Die hiufigste Ursache fiir eine inkomplette Pene-
tranz konnte der Einfluss von sogenannten Tumor-mo-
difier Genen sein, wie sich aus Experimenten an der
Maus abschitzen 143t [8]. Diese Gene konnen aller-
dings auch hereditire Faktoren fiir die Entstehung oder
auch Vermeidung eines spontanen Tumors sein. D. h. es
existiert eine Vielzahl von niedrig-penetranten Genen,
die die Anfilligkeit oder auch Resistenz gegeniiber
Umwelt bedingten Krebs bestimmen.

Bei dem durch eine APC-Mutation verursachten Ko-
lonkarzinom beobachtet man Félle mit aggressivem
Wachstum in den frithen Lebensjahren und daneben sol-
che, die in ihrem gesamten Leben kein Karzinom ent-
wickeln. Mit Hilfe von Mausmodellen, die sehr viel
kiirzere Generationszeiten haben als Menschen, konnte
man die Kopplung einer groen Anzahl von verschiede-
nen Modifier-Loci mit einer gesteigerten Tumoran-
filligkeit aufzeigen. Die Modifier-Gene konnen mit
bekannten Suppressorgenen wie APC oder p53 koope-
rieren oder in deren Wirkungsmechanismus eingreifen.
Ein erstes Gen, das als Kandidat fiir die Ausprigung un-
terschiedlicher Phénotypen des FAP assoziierten Kolon-
karzinoms verantwortlich sein konnte, konnte kiirzlich
charakterisiert werden. Es handelt sich um einen Poly-
morphismus des Phospholipase A2-Gens (PLA2G2),
der in der Karzinom-anfilligen Maus einen Kettenab-
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bruch des PLA2G2-Proteins hervorruft. Experimente an
transgenen Maéusen zeigten, dass die Rekonstruktion
des funktionellen Allels mit intaktem PLLA2G2 die Tie-
re Karzinom-resistent machte. Es gibt bereits klinische
Studien, die zeigen, dass nicht-steroidale anti-inflam-
matorische Therapeutika [9], die den Arachidonséure-
Stoffwechsel beeinflussen, einen negativen Effekt auf
das Wachstum von Tumoren mit einer APC-Mutation
haben. Die Suche nach vergleichbaren Polymorphismen
beim Menschen wird uns neue Erkenntnisse dariiber
bringen, welchen Einfluss geringfiigige Verdnderungen
der Expression oder der Aktivitit eines bestimmten
Gens auf die Krebsentstehung und -progression haben.
Moglicherweise werden diese Gene als Zielsequenzen
fiir neue Therapieansitze genutzt werden und einen An-
satz fiir die Krebsprivention darstellen.

Mutationen in Tumorsuppressorgenen
in chronisch inflammatorischen Darmer-
krankungen fiihren zur Karzinombildung

Patienten mit einer chronisch entziindlichen Darm-
erkrankung (CED, Colitis ulcerosa, M. Crohn) tragen
ebenfalls ein erhohtes Karzinomrisiko. Etwa 0,5 % aller
kolorektalen Karzinome sind auf eine CED zuriickzu-
fiihren. Die kumulative Inzidienz fiir ein kolorektales
Karzinom liegt bei 5 % in 15 Jahren. Das Risiko korre-
liert mit dem Ausmafl der Kolonbeteiligung und der
Dauer der Erkrankung. Anders als die erblichen und
sporadischen kolorektalen Karzinome entstehen die
CED-assoziierten Tumore iiber eine Dysplasie-Karzi-
nom-Sequenz. Ein manifestes Karzinom zeigt sich da-
bei in der endoskopisch gewonnenen Biopsie durch
eine chromosomale Instabilitit, erkennbar als Aneu-
ploidie des Zellkernes. Verantwortlich fiir diese chro-
mosomale Instabilitdt sind Mutationen in Tumorsup-
pressorgenen. Am hiufigsten werden dabei Mutationen
im p53-Gen gefunden [10, 11]. Mit Hilfe der molekula-
ren Diagnostik kann deshalb friihzeitig iiber diesen
Gendefekt im dysplastischen Gewebe der Ubergang in
das Karzinom erkannt werden. Inwieweit der Nachweis
solcher Mutationen in der DNA, die aus dem Stuhl oder
endoskopisch erzeugter Darmspiilfliissigkeit gewonnen
wurde, die Fritherkennung verbessert, wird weiterhin in
Studien untersucht.

_ Tabelle 3 gibt zum Abschluss dieses Abschnitts eine
Ubersicht iiber die molekular-diagnostischen Moglich-
keiten.

Methoden der Molekularen Diagnostik
fir die Erkennung eines Risikos
fur ein kolorektales Karzinoms

Eine rasante Entwicklung hat zweifelsohne die Diag-
nostik der Nukleinsduren (DNA, RNA) durch die Erfin-
dung der Polymerasekettenreaktion (PCR) genommen.
Jahrzehntelang auf die reine Zytogenetik beschrinkt,
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Tabelle3 Molekular-diagnostische Untersuchungen flr die Risikoeinschatzung eines kolorektalen Karzinoms

Krankheitsbild/
Symptome/Anamnese

Untersuchungsmaterial

Polyposis coli

Leukozyten

Untersuchungsmethoden Mutationsanalyse

APC-Gens

Konsequenzen

Karzinoms, Chemopravention

Engmaschige koloskopische Kontrollen, Kolonteilresektionen, Friherkennung eines

Chronisch-entziindliche
Darmerkrankung

Biopsiematerial, Faeces,
Kolonlavagenflissigkeit

Familie erfullt Amster-
dam-Kriterien

Tumorgewebe eines
Patienten, Leukozyten der
Familienangehérigen

Mikrosatellitenanalyse des
Priméartumors, Sequen-
zierung von Mutatorgenen
(MLH2, MSH1)

Mutationsscreening p53-Gen;
Mutationssanalyse p53-Gen

konnten ab 1988 Gendefekte geringen Ausmalles bis
hin zum Austausch einer Base durch die PCR nachge-
wiesen werden. Die PCR erlaubt die exponentielle Ver-
mehrung kurzer DNA-Sequenzen und kann damit auf-
wendige Arbeitsschritte der Vermehrung der Ziel-DNA
in Mikroorganismen ersetzen. Sie ist damit zur Basis-
methode geworden, auf die andere Verfahren aufbauen.

Da die fiir hereditére kolorektale Karzinome wichti-
gen Gene sehr lang sind, entsteht hier ein relativ grofer
analytischer Aufwand. Der FEinsatz von Sequenzie-
rungsmethoden basierend auf dem Kettenabbruch-Prin-
zip nach Sanger stellt das direkte und schnellste defini-
tive Verfahren der Mutationsanalyse dar (Abb. 2). Bei
dieser Methode wird die Sequenz eines mittels PCR er-
zeugten DNA-Fragments unter Verwendung von Fluo-
reszenzfarbstoffen gekoppelt an Didesoxynukleotide in
einem weiteren PCR-Ansatz (Cycle-Sequencing) be-
stimmt. Dabei werden in einem Sequenzierungslauf die
vier verschiedenen Nukleotidbasen iiber vier Fluores-
zenzemissionen identifiziert (Abb. 2B). Eine gentech-
nologisch modifizierte Tag-Polymerase sorgt fiir eine
nahezu gleiche Einbaueffizienz der verschiedenen Di-
desoxynukleotidderivate. Die Trennung erfolgt iiber
Mulitkanal-Kapillarelektrophorese, so dass maximal
96 Sequenzen mit bis zu 700 Basen parallel bestimmt
werden konnen (Abb. 2A). Leistungsfihige Rechner-
und Programmsysteme erleichtern nach dem Trennlauf
den Sequenzvergleich mit der Wildtypsequenz (Abb. 2,
3). Sind in einem Labor die genannten apparativen Vor-
aussetzungen nicht gegeben, so wird ein zweistufiges
Vorgehen gewihlt. Um die Anzahl der Sequenzierungen
klein zu halten, kénnen Screeningtest wie die Heterodu-
plexanalyse, auch automatisierbar als denaturierende
HPLC (DHPLC), die denaturierende Gradientengele-
lektrophorese (DGGE) und die Single Strand Confor-
mational Analysis (SSCP) durchgefiihrt werden. Der
Anwender muss allerdings beriicksichtigen, dass diese
Methoden nicht zwangslidufig alle Mutationen erfassen
und eine Bestitigung der Mutationen iiber Sequenzie-
rung immer erfolgen muss.

Ein weit verbreitetes Verfahren zur Bestimmung von
Translationsterminationsmutationen im APC-Gen, die
zu einem verkiirzten nicht funktionsfidhigen Protein fiih-

ren, ist der sogenannte Protein Truncation Assay. Dieser
Test kann auf DNA oder RNA gleichermallen angewen-
det werden. Die DNA oder cDNA wird dabei in einer
PCR mit einem Primer amplifziert, der eine Promo-
torenbindungsstelle fiir virale RNA-Polymerase und
Translationsrelevante Bindungsstellen enthilt. In vitro
kann nun das PCR-Produkt in RNA umgeschrieben und
anschlieBend in Peptidsequenz iibersetzt werden. Die
Peptide werden auf einem Gel entsprechend ihrer Lin-
ge aufgetrennt und so verkiirzte Peptide detektierbar ge-
macht.

Die Kapillarelektrophorese kann neben der Sequen-
zierung auch fiir die Léngenbestimmung von PCR-
Produkten eingesetzt werden (Abb. 1). In dieser Frag-
mentanalyse werden fluoreszenz-markierte Primer ein-
gesetzt, liber die Fragmente im Kapillarsystem identifi-
ziert werden konnen. Diese Verfahren findet wie schon
erwdhnt Anwendung bei der Bestimmung des fiir das
HNPCC charakteristischen RER+-Phénotyps iiber Mar-
ker mit einem Lingenpolymorphismus (Abb. 1). Bis zu
drei PCR-Reaktionen kdnnen dabei in einem Reaktions-
gefdl ablaufen und parallel analysiert werden. Ein
RER+-Phiinotyp macht sich dabei durch eine Verviel-
faltigung der Allele (Abb. 1) der ansonsten biallelischen
Marker bemerkbar.

Ist eine Mutation bei einem Patienten nachgewiesen
worden, kann die DNA der Familienangehorigen durch
priazise PCR-Verfahren darauf untersucht werden.

Dieses relativ neue Verfahren der pridzisen Quanti-
fizierung mittels PCR wird Echtzeit-PCR genannt. Die
Reproduzierbarkeit der PCR wird dadurch erhoht, dass
die Quantifizierung des PCR-Produktes kinetisch ge-
messen wird. Das Messsignal wird iiber eine mit einem
Fluoreszenzfarbstoff und einem Fluoreszenzldscher
(Quencher) markierten Hybridisierungssonde erzeugt,
die als interner Standard fungiert. Mit dem Fortschrei-
ten der PCR-Reaktion wird die Sonde durch die Exo-
nukleaseaktivitit der Tag-Polymerase abgebaut. Dabei
werden Emittor und Quencher getrennt und das Fluo-
reszenzsignal nimmt proportional zur Bildung des
PCR-Produktes zu. Alternativ kann auch der Schmelz-
punkt eines Hybrides von PCR-Fragment der DNA des
Patienten und einer spezifischen Sonde ermittelt wer-

J Lab Med 2003; 27 (3/4): 114-121 119



B. H. Brandt: Genetische Diagnostik hereditarer Kolonkarzinome

Abb. 2A /"'

Fuged-sibca Kapillare \

Mutation
homozygot

Abb. 2B

Abbildung2 Sequenzierung mit Kapillarelektrophorese nach dem Kettenabbruchprinzip und fluoreszenz-markierten Didesoxy-

nukleotiden

den. Der Nachweis der Mutation kann dariiber gefiihrt
werden, dass die Sonde vollstindig mit der Wildtyp-Se-
quenz hybridisiert. Bei Vorliegen einer Mutation wird
der Schmelzpunkt von Sonde und Patienten-DNA he-
rabgesetzt. Markiert man das Hybrid aus Sonde und
Patienten-DNA mit einem Fluoreszenzfarbstoff fiir
Doppelstrang-DNA und erhoht sich Temperatur schritt-
weise, kommt es fiir ein mutiertes DNA-Fragment zu
einem Fluoreszenzabfall bei niedrigeren Temperaturen.
Dies Verfahren hat sich fiir den Nachweis bekannter
Punktmutationen bewihrt.

Ausblick

Die molekulare Diagnostik stellt dem behandelnden
Arzt eine Vielzahl von neuen Verfahren zur Verfiigung.
Der Artikel beschreibt die ,,harten‘ Parameter der mole-
kularen Diagnostik. Die genannten Verfahren sind unter
strenger Indikationsstellung klinisch einsetzbar und
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stellen so eine erhebliche Verbesserung der Kranken-
versorgung dar. Allein die Tatsache, dass eine Vielzahl
von Familienangehorigen von Patienten mit erblichen
kolorektalen Karzinomen wiederkehrende, invasive dia-
gnostische Verfahren erspart bleiben und auf der ande-
ren Seite Gendefekttrigern durch engmaschige Kontrol-
len sogar das Malignom génzlich erspart bleiben kann,
ist eine solche Verbesserung.

Wir befinden uns in einer schwierigen Zeit, was die
Etablierung neuer Parameter in der Praxis anbelangt.
Dieses erfordert in einer Zeit der knappen Kassen sehr
viel Kreativitit von denen, die die neuen Verfahren nut-
zen wollen. Ich méchte jedoch den Schluss wagen, dass
es langfristig iiber eine Diagnostik mit wenigen aber ef-
fizienten Parametern Kosteneinsparungen im gesamten
Gesundheitswesen geben kann, da Erkrankungen frither
erkannt werden oder individueller therapiert werden
konnen.
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Abbildung3 Software-unterstltzte Mutationsanalyse

Weitere Informationen konnen auch auf der Internet-
seite des Verfassers erhalten werden:
http://wwwlabor.uni-muenster.de/ag/onkologie/.
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