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Zusammenfassung: Endokrinologische Erkrankun-
gen sind oft recht komplexer Natur. Die Aktivitéitsmin-
derung sowie die Zunahme der Aktivitit eines Hor-
mons oder sciner Signaliibertragung betrifft in den
meisten Fillen mehr als ein Zielorgan und hat wegen
der mannigfaltigen Verkniipfungen von Signalwegen
untereinander (Crosstalk) Auswirkungen, die im Detail
nicht vorherzusehen sind. Ein RiickschluB von der Art
der Mutation auf die genauen klinischen Auswirkun-
gen (Genotyp-Phinotyp-Korrelation) ist daher schwie-
rig. Genetische Defekte in Genen, die fiir Hormone,
Hormonrezeptoren oder Komponenten der hormonel-
len Siganltransduktionswege kodieren, fiihren in aller
Regel zu komplexen Krankheitsbildern. Diese sind
charakterisiert durch den Befall mehrerer Organe und
unterschiedlich starker Ausprigung der Symptome.
Komplexe genetische Storungen wie z. B. numerische
Chromosomenaberrationen (z. B. Trisomien), Gen-
translokationen oder Mutationen in wichtigen Schliis-
selgenen (auch wenn deren Produkte nicht direkt in
hormonellen Signalsystemen involviert sind) fiihren
haufig zu klinischen Symptomen, bei denen u. a.
Storungen der Geschlechtsdifferenzierung oder Stoff-
wechselstérungen wie beim Diabetes mellitus auftre-
ten.

Soweit molekulare Ursachen von Endokrinopathien
aufgekldrt sind, ist eine direkte molekulargenetische
Diagnostik moglich. Sie ist insbesondere dann indi-
ziert, wenn die molekulare Diagnostik dazu fiihrt, dafl
die Erkrankungen differentialdiagnostisch gegeneinan-
der abgegrenzt werden kdnnen oder wenn wirkungs-
volle priventive MaBnahmen zur Verfiigung stehen.

Die im vorliegenden Artikel dargestellten endokrinolo-

gischen Erkrankungen demonstrieren den Zugewinn
an Sensitivitdt und Spezifitit der Diagnostik und ver-
deutlichen den Nutzen fiir den Patienten und mittelbar
auch fiir die Kostentréger. Bei der Multiplen endokri-
nen Neoplasie Typ 2'ist eine eindeutige Identifizierung
derjenigen Familienmitglieder moéglich, die genetisch
gefahrdet sind. Als praventive MaBnahme zur Verhin-
derung medulldrer Schilddriisenkarzinome wird die
prophylaktische Thyreoidektomie empfohlen. Bei der
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molekularen Diagnostik des adrenogenitalen Syn-
droms (21-Hydroxylase-Mangel) hilft die molekulare
Diagnostik in der gynidkologischen Endokrinologie
Verdachtsfille eindeutig zu bestétigen, bei denen die
Hormonanalytik uneindeutige Ergebnisse liefert. Der
Nutzen des Nachweises von Mutationen im 21-Hy-
droxylase-Gen liegt aber vor allem in der Prinataldia-
gnostik bei Paaren mit Kinderwunsch, bei denen die
genetische Veranlagung fiir das AGS bekannt ist. Die
prinatale Dexamethasontherapie zur Verméidung der
Virilisierung des Genitals weiblicher Foten wird heute
nicht mehr ohne Analyse des Gendefektes aus Cho-
rionzotten durchgefiihrt.

Schlisselworter: 21-Hydroxylase-Mangel; Onko-
gen; Supprenorgan; MEN; RET.

Summary: Endocrine diseases are often of very com-

‘plex nature. Reduced or enhanced activities of hor-

mones, hormone receptors or signal transduction path-
ways usually affect more than one organ. Due to the
crosstalk of different signalling pathways, altered ac-
tivities may lead to effects which are difficult to pre-
dict. It is nearly impossible to draw conclusions from
one particular mutation as to the clinical outcome
(genotype phenotype correlation).

Genetic defects in genes encoding hormones, hor-
mone receptors or polypeptides of the signalling path-
ways usually cause complex disease manifestations
characterized by the involvement of several tissues
and variable expression. Genetic aberrations. like
chromosome aneuploidy, gene translocations or muta-
tions in key regulatory proteins (even if not directly af-
fecting genes of the endocrine system) often lead to
clinical symptoms, including central endocrine func-
tions like sexual differentiation or metabolic distur-

- bances, like diabetes mellitus. If the underlying mole-

cular defects- of er'lc'locrinopathies are known, direct
molecular diagnosis can be performed. This is particu-
larly useful if it helps to solve difficult differential di-
agnosis problems or if there exist effective preventive
therapeutic options.

The present paper presents examples for endocrine
diseases .in which molecular testing significantly in-
creases the specificity and sensitivity of diagnostics
and demonstrates the benefits for the patients and the
health care system. In multiple endocrine neoplasia
type 2, an unambiguous identification of gene carriers
in affected families can be achieved by genetic testing.

- © 2001 Blackwell Wissenschafts-Verlag, Berlin



As a preventive measure to avoid medullary thyroid
carcinoma, prophylactic thyroidectomy is recommend-
ed for individuals carrying the disease causing muta-
tion. In adrenogenital syndrome (AGS), sequence
analysis of the steroid 21-hydroxylase gene has be-
come an important tool to confirm or exclude suspect-
ed late-onset forms of the disease, where hormone
measurements are not informative. The major benefit,
however. lies in identifying heterozygous carriers and
providing a reliable prenatal test for couples carrying a
defect in the 21-hydroxylase gene. Today, prenatal
treatment with dexamethasone, which prevents the vir-
ilisation in female foetuses, should always be based on
results from molecular diagnosis performed from
chorionic villus samples.

Keywords: 21-hydroxylase deficiency; onkogene;
supprenorgan; MEN; RET. -

Molekularbiologische Diagnostik des
Steroid 21-Hydroxylase-Mangels

Klinik des Steroid 21-Hydroxylase-Mangels

Mit dem Begriff congenitale adrenale Hyperplasie
wird ein Syndrom (adrenogenitales Syndrom, AGS)
bezeichnet. das auf vererbten Defekten in Enzymen
der Kortisolbiosynthese beruht [1]. Jedes der an der
Biosynthese beteiligte Enzym kann betroffen sein. In
jedem Fall fiihrt die beeintrichtigte Kortisolsynthese
zu einem Ausbleiben der Feedback Regulation auf die
ACTH-Freisetzung in der Hypophyse und damit zu
einer Erhohung des ACTH und einer stindigen Stimu-
lation der Nebennierenrinde. Die auftretenden Sym-
ptome erkldren sich durch die verminderte Synthese
von Kortisol und die vermehrte Sekretion der Steroid-
hormonvorstufen. Am haufigsten ist die Steroid-21-
Hydroxylase von genetischen Defekten betroffen [2,
3]. '

Je nach der Schwere des genetischen Defektes ma-
nifestiert sich die Erkrankung in einer allgemeinen Vi-
rilisierung, einem Salzverlustsyndrom oder in MiBbil-
dungen der Sexualorgane (Pseudohermaphrodismus)
[4]. Der AndrogeniiberschuB} resultiert aus der ACTH-
Erhéhung, da die Androgensynthese durch den enzy-
matischen Defekt nicht beeintrdchtigt ist. Bereits in
utero kann eine Virilisierung der Sexualorgane des

weiblichen Fotus erfolgen von VergroBerung der Kli-

toris und Verschmelzung der Labien bis hin zu einem
phinotypisch minnlichen Genital. Durch rechtzeitige
Gabe eines plazentagingigen Cortisolderivats (Dex-
amethason), das die ACTH-Produktion des Foten und
der Mutter blockiert,” kann die Erkrankung schon
wihrend der Schwangerschaft behandelt werden. Nach
der Geburt kann zusitzlich zu den Virilisierungser-
scheinungen voriibergehend ein Salzverlustsyndrom
beobachtet werden, das auf den ebenfalls vorhandenen
relativen Mangel an Aldosteron zuriickzufiihren ist.
Die Erkrankung kommt auch als Late-Onset-Form
oder nicht klassische Form vor. Die Verlaufsformen

sind deutlich milder. Symptome, die auf einen Andro- -
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genexzeB hindeuten, zeigen sich klinisch erst im Kin-
desalter oder in der Pubertit. Knaben und Miinner sind
meist asymptomatisch. Beobachtet werden primature
Pubarche. Akne, Seborrhoe, Hirsutismus, GroBwuchs,
akzeleriertes Knochenalter und Klitorishypertrophie.
Trotz des bestehenden biochemischen Defektes kon-
nen die klinischen Symptome bisweilen vollstindig
verschwinden.

Molekularbiologie des Steroid 21-Hydroxylase-Man-
gels

Der Steroid 21-Hydroxylase-Mangel wird autosomal
rezessiv vererbt und kommt in der westlichen weien
Bevolkerung etwa einmal auf 5.000-15.000 Geburten
vor. Das Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom
6 lokalisiert und seine Struktur vollstindig aufgeklirt
(Abbildung 1A). wodurch eine direkte Genanalyse
moglich ist.

Allerdings ist die molekularbiologische Diagnostik
erheblich erschwert durch die Existenz eines Pseudo-
gens (nicht funktionelle 2. Kopie des Gens, die durch
zahlreiche Mutationen inaktiv geworden ist) in unmit-
telbarer Nachbarschaft des aktiven Gens und durch die
Tatsache, daB zahlreiche verschiedene Arten von Gen-
defekten (Deletionen, Genkonversionen mit dem Pseu-
dogen. Mutationen in verschiedenen Exons) vorkom-
men konnen.

Die verschiedenen Mutationen fiihren in homozygo-
ter Form je nach ihrer Auswirkung zur schweren Form
des AGS mit Salzverlust (SW: salt wasting), nur virili-
sierenden Formen (SV: simple virilizing) oder der late
onset Form (NC: non-classical AGS) (Abbildung 1B).

Die Late-Onset-Form des AGS beruht auf dem Vor-
liegen einer schwerwiegenden Mutation in einem Allel

. des Steroid 21-Hydroxylase-Gens und eines gesunden

Allels (Heterozygoter Genotyp). Eine andere Moglich-
keit besteht darin. dal eine milde Mutation auf dem
zweiten Allel vorkommt (komplexe Heterozygotie).
Auch das gleichzeitige heterozygote Auftreten von De-
fekten in zwei verschiedenen Enzymen der Steroidbio-
synthése wird als Ursache fiir Late-Onset-Formen des
AGS diskutiert. Bei der kryptischen Form treten milde
Mutationen homozygot auf.

Molekularbiologische Diagnostik des Steroid 21-Hy-
droxylase-Mangels

. Die verschiedenen Arten von moglichen Mutationen

und die Anwesenheit des Pseudogens (CYP21A) mit
hoher Sequenzhomologie zum aktiven Gen (CYP21B)
machen die molekulare Diagnostik des 21-Hydroxyla-
se-Mangels sehr kompliziert.

Um komplette oder partielle Deletionen oder Dupli-
kationen zu erfassen, ist eine quantitative PCR not-

"wendig. Dabei miissen die verwendeten Oligonukleot-

id-Primer sowohl im Pseudo- als auch im aktiven Gen
binden. Die Amplifikate miissen aber unterscheidbar
sein, um ihre Herkunft zuordnen zu kénnen.

Zum Nachweis von Punktmutationen oder kleineren
Genkonversionen miissen die Primer spezifisch im ak-
tiven Gen binden. Aus den CYP21B-Gen spezifischen
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Abbildung 1 Das Gen fur die Steroid-21-Hydroxylase (Cyp 21B) ist auf dem Chromosom 6 im Bereich des MHC-Locus lokalisiert. Zu-
sammen mit dem benachbarten Gen fur den Komplementfaktor C4 (C4B) hat sich im Laufe der Entwicklungsgeschichte eine Region
von ca. 30.000 Basenpaaren dupliziert, so daB3 sich sowohl zu dem Cyp21B als auch zu dem C4B inaktive Pseudogene gebildet haben
(Cyp 21A und C4A) (Abb. 1A). Bei der Meiose kann es zur fehlerhaften Paarung der Schwesterchromosomen kommen, so daB bei der
homologen Rekombination Abschnitte zwischen Pseudogen und aktivem Gen ausgetauscht werden kénnen. Die Pseudogene unter-
scheiden sich von den aktiven Genen lediglich in wenigen Basenpaaren.

Beim 21-Hydroxylase-Mangel liegen in ca. 60% der Félle im aktiven Gen Mutationen vor, die durch Genkonversion aus dem Pseudogen

stammen (Abb. 1B).

Amplifikaten kann dann die direkte Sequenzierung er-
folgen.

Die molekulare Diagnostik ist indiziert, wenn kli-
nisch und/oder biochemisch der Verdacht auf einem
21-Hydroxylase-Mangel besteht. Wegen der relativ
hohen Frequenz von heterozygoten Gentrégern in un-
serer Bevolkerung, sollte bei einem nachgewiesenen
Defekt im CYP21B-Gen immer auch der Heterozygo-
tenstatus bei der Partnerin oder dem Partner iiberpriift
werden, insbesondere wenn Kinderwunsch besteht.
Auch geradlinig Verwandte 1. und 2. Grades sollten
nach humangenetischer Beratung dem Test unterzogen
werden.

Eine Prinataldiagnostik ist moglich und indiziert,
wenn der begriindete Verdacht besteht, daB ein weibli-
cher Fotus homozygoter Tréger eines Gendefektes sein
konnte. Als therapeutische MaBnahme wire dann eine
termingerechte prinatale Cortisolsubstitutionstherapie
mit einem plazentagidngigen Derivat durchzufiihren
(Abbildung 2). Die Late-Onset-Form des AGS beruht
auf dem Vorliegen einer schwerwiegenden Mutation in
einem Allel des 21-Steroid-Hydroxylase-Gens und
eines gesunden Allels (heterozygoter Genotyp) oder
einer milden Mutation in dem dem zweiten Allel
(Compound-Heterozgotie), wihrend die nicht-klassi-
sche Form wohl homozygot oder gemischt heterozygot
auf milden Mutationen beruhen. Auch das gleichzeiti-
ge heterozygote Auftreten von Defekten in zwei ver-
schiedenen Enzymen der Steroidbiosynthese wird als
Ursache fiir Late-Onset Formen des AGS diskutiert.

Krebsentstehung, Onkogene und Tumor-
suppressor-Gene -

Die Entstehung von Krebszellen beruht auf der Trans-
formation urspriinglich intakter Zellen. Dabei verin-
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dern sich Differenzierungszustand, Wachstumsverhal-
ten und Lokalisation der Zellen. Das Ergebnis sind un-
differenzierte Zellen mit einer erhohten Proliferation.
Durch eine Verminderung der intrazelluldiren Bin-

- dungskrifte kann es zur Aussiedlung der Zellen aus

dem Gewebeverband und zur Ansiedlung in fremden
Geweben kommen. Dort entstehen erhebliche Schadi-
gungen durch die proliferierenden Zellen. Die moleku-
lare Ursache dieser neu erworbenen Eigenschaften ist
die Akkumulation von molekulargenetischen Verinde-
rungen in den Genen verschiedener Regulatorproteine,
wodurch die Kontrolle der zelltypischen Funktionen
verloren geht.

Diese Verdnderungen werden bei der Zellteilung an
die Tochterzellen weitergegeben. Genprodukte, deren
genetischer Defekt dominant ist, d. h. wenn nur ein
Allel betroffen ist zur Tumorentstehung fiihren, wer-
den als Protoonkogene bezeichnet. Gene, bei denen
erst die Funktion beider Allele zum Verlust der Kon-
trollfunktion fiihrt, werden als Tumorsupressorgene
bezeichnet. Ausléser der molekulargenetischen Verin-
derungen in diesen wichtigen Kontrollgenen konnen
neben Fehlern bei der Replikation der DNA vor allem

-Umwelteinfliisse wie ionisierende Strahlen oder muta-

gene Substanzen sein. Tumorauslosende Viren expri-
mieren in den infizierten Zellen virale Proteine, die
den zelluldren Proteinen stark dhneln, aber ihre Funk-
tion so verdndert haben, da sie zugunsten der Inte-
gration oder Vermehrung des Virus aktiv sind. Durch
Untersuchungen an Retroviren wurden die Onkogene
bekannt. Sie integrieren Teile des Wirtsgenoms, u. a.
Protoonkogene, in ihr eigenes Genom und ersetzen
dort Bereiche der retroviralen Sequenzen. Die Ex-
pression der Protoonkogene, die mit der Vermehrung
der Viren einhergeht, fiihrt zur Transformation der
Zellen.
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Abbildung 2 Im Zentrum der Verhinderung der prénatalen Virili-
sierungserscheinungen steht die DNA-Analyse aus Chorionzotten,
durch die eine Geschlechtsbestimmung und die Genotyp-Analyse
des 21-Hydroxylase Gens moglich ist, Wenn aufgrund des Geno-

typs der Eltern die Gefahr fur ein. AGS besteht, wird ab Feststel- -

lung der Schwangerschaft Dexamethason als plazentagéngiges
Glucocorticoid verabreicht. Um die Patientin nicht wahrend der
gesamten Schwangerschaft dem Risiko der Nebenwirkungen des
Medikaments auszusetzen, sollte sobald feststeht daB es sich um
ein mannliches Kind oder um ein genetisch' nicht gefahrdetes
Madchen handelt, die Medikation abgebrochen werden. Liegt ein
Risikogenotyp bei einem weiblichen Fétus vor, ist das Dexamet-
hason bis zur Geburt weiter zu geben. Die Virilisierung des weib-
lichen Genitals wird dadurch sicher verhindert.
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Abbildung 3 Das MEN 1-Gen besteht aus 10 Exons, wobei Exon
2 bis 10 die kodierende Information fir das Menin genannte Gen-
produkt enthalt.

Mutationen wurden in allen-kedierenden Exons des Gens gefun-
den, so daB eine komplette Sequenzierung flr die molekulare Dia-
gnostik bei MEN 1-Patienten notwendig ist.

Molekularbiologische Diagnostik der
Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1

Klinik der Multiplen  Endokrinen Neoplasw Typ 1
(MEN 1)

Die multiple endokrine Neoplasie Typ 1 (MEN 1) ist
eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, die
durch isolierte oder kombinierte Neoplasien der Ne-
benschilddriise, der neuroendokrinen Zellen von Pank-
reas und Duodenum sowie der Hypophyse charakteri-
siert wird. Haufig treten auch Karzinoide und eine hor-

monell inaktive Hyperplasie der Nebennierenrinde auf. -
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Die Klinik der Erkrankung wird einerseits bestimmt
durch Tumorbildung der betroffenen Organe, anderer-
seits durch Hypersekretion oder Ausfall der entspre-
chenden Hormone. Hyperkalzdmien als Folge der
iibermiBigen Parathormonsekretion ist eine der hiu-
figsten biochemischen Anomalien bei der MEN 1. Die
Hypersekretion von pankreatischen Peptidhormonen
wie z. B. Gastrin oder Insulin fiihrt zu definierten Syn-
dromen (Zollinger-Ellison mit Gastrin-Hypersekreti-
on; Hypoglykidmie mit Insulin- Hypersekretion). Die
Hypophyseniiberfunktion manifestiert sich am hiufig-
sten als Hyperprolaktinimie mit spezifischen klini-
schen Symptomen. Seltener kommen Agromegalie
(Wachstumshormon-Hypersekretion), Hyperthyreose
(TSH-Hypersekretion) oder Cushing-Syndrom
(ACTH-Hypersekretion) vor.

Die Inzidenz der MEN 1 wird mit 1:65000 bis
1:100.000 geschitzt. Es gibt keine Priferenz zwischen
den Geschlechtern ethnischen Gruppen oder geogra-
phischen Regionen.

Molekularbiologie der MEN 1

Der pridisponierende genetische Defekt, der fiir die
Erkrankung verantwortlich ist.- wurde 1988 auf dem
langen Arm des Chromosom.11 (11q13) lokalisiert und
das identifizierte Gen als Menin-Gen bezeichnet. Die-
ses hat eine GroB8e von 9181 Basenpaaren und enthilt
10 Exons (Abbildung 3). Die mRNA, die von dem
Gen gebildet wird, besteht aus 2772 Basen und kodiert
ein Protein mit 619 Aminosduren.

Das Gen weist keine Homologien zu bisher bekann-
ten Sequenzen auf. Das von ihm kodierte Protein
konnte noch nicht vollstindig charakterisiert werden.
Bekannt ist, das es sich um ein Zellkernprotein handelt
und dieses eine Tumor-Supressor- Funktion besitzt.
Vermutlich spielt es eine Rolle bei der Regulation des
Zellzyklus und ein Ausfall dieser Funktion fiihrt zur
unkontrollierten Proliferation der betroffenen Zellen.
Das Menin-Gen gehort somit zu den Tumorsupressor-
Genen. Dafiir spricht, daB in MEN 1-assoziierten Tu-
moren héufig zusitzlich zur vererbten Keimbahnmuta-
tion im Bereich des MEN 1-Locus grofere somatische
Deletionen (loss of heterozygosity; LOH) vorhanden
sind. Diese Deletionen betreffen MEN 1-Loci des
Chromosom 11, welche nicht vom erkrankten Eltern-
teil stammen. Die Zellen, in denen ein solcher LOH

. vorkommt, verfiigen dann nur noch iiber die defekte

Kopie des MEN 1-Gens, was einen kompleten Funkti-
onsverlust zur Folge hat [5, 6]-

Molekularbiologische Diagnostik bei MEN 1

Bei Verdacht auf eine MEN 1 kann man mit Hilfe von
biochemischen Untersuchungen die Diagnose mehrere
Jahre vor der ersten klinischen Manifestation stellen.
Das z.T. umfangreiche biochemische Screening hat er-
heblich an Bedeutung verloren, da durch den Nach-
weis der Mutationen im Menin-Gen die Gentriiger-
schaft friilh zu ermitteln ist. Nicht-Gentriiger konnen
aus der weiteren klinischen Uberwachung entlassen
werden, wihrend bei den genetisch betroffenen Fami-
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~ Nebenschilddr(isenzellen

Abbildung 4 Bei der Multiplen endokrinen Neoplasie Typ 2a tre-
ten neuroendokrine Tumore der C-Zellen der Schilddrtise (> 85%),
Zellen des Nebennierenmarks (ca. 40%) und der Nebenschild-
druse (ca. 15 %) auf.

Die bosartigen C-Zell-Karzinome stellen die lebensbedrohende
Komponente der Erkrankung dar. In seltenen Féallen tritt eine MiB-
bildung des Darms auf, die als Hirschsprung-Erkrankung be-
zeichnet wird und auf die Fehlbildung von Ganglien bei der In-
nervierung des Darms zurlckzufihren ist.

lienmitgliedern eine intensive biochemisch/klinische
Uberwachung erfolgen muB [7].

Fiir MEN 1-Familien wurden in der Literatur bereits
ca. 250 verschiedene heterozygote Mutationen in den
Exons 2-10 des Gens beschrieben, die den kodieren-
den Abschnitt des Gens darstellen. Dabei sind missen-
se-Mutationen (Aminosidureaustausch), frameshift-
Mutationen (Verschiebung des Leserasters), nonsense-
Mutationen (Stopcodons, die zum Abbruch der Pro-
teinsynthese fithren, Insertionen und Deletionen ver-
treten. Aber auch Ubergiinge zwischen den Introns und
Exons sind betroffen, bei denen Mutationen zur feh-
lerhaften Synthese der mRNA fiihren.

Der Nachweis der Mutationen im Menin-Gen er-
folgt aus genomischer DNA, die aus Leukozyten ge-
wonnen werden kann. Die Exons, sowie die flankie-
renden Sequenzen der Introns werden durch die Poly-
merase-Kettenreaktion selektiv amplifiziert, durch di-
rekte Sequenzierung die Basensequenz ermittelt und
mit der publizierten Sequenz verglichen. Da die Muta-
tionen in allen Bereichen der kodierenden Region des
Gens auftreten konnen, ist die komplette Sequenzie-
rung notwendig. In der Regel wird in jeder MEN 1-Fa-
milie eine unterschiedliche Mutation nachgewiesen.
Sogenannte Hot-Spots fiir Mutationen, wie sie z. B. im
RET-Protoonkogen bei MEN 2-Patienten vorliegen,
gibt es nicht. Der Nachweis einer Mutation bei einem
Index-Patienten einer MEN 1-Familie ermoglicht eine
effiziente Untersuchung der iibrigen Familienmitglie-
der, da diese nur noch auf das Vorliegen dieser Muta-
tion iiberpriift werden miissen.
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Abbildung 5 Fir die MEN 2-Erkrankung sind aktivierende Muta-
tionen im RET-Protoonkogen verantwortlich. Das Gen besteht aus

* 21 Exons, aus denen durch alternatives SpleiBen drei verschiede-

ne mRNAs gebildet werden kénnen. Das Genprodukt ist ein Mem-
branprotein, das als Rezeptor fur neurotrophe Wachstumsfaktoren
fungiert. Der Rezeptor besteht in seinem extrazelluldren Teil aus
der Ligandenbindungsdoméane und einem Cystein-reichen Ab-
schnitt. Mit der Transmembrandomane (TMD) ist er in der Zell-
membran verankert. Intrazelluiar findet man die fur die Signali-
bertragung wichtige Tyrosinkinase-Domane.

Molekularbiologische Diagnostik

des Ret-Proto-Onkogens bei Patienten
mit Multipler Endokriner Neoplasie

Typ 2

Klinik der Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 2
(MEN 2)

25 % der medulldren Schilddriisenkarzinome treten fa-
milidr gehduft auf. Diese hereditire Form des me-
dulldren Schilddriisenkarzinoms findet sich hiufig in
Kombination mit anderen neuroendokrinen Tumoren
und neuroektodermalen Mibildungen [8]. Charakteri-
stisch fiir die MEN 2A ist die Kombination von me-
dulldren Schilddriisenkarzinomen (in nahezu 100 %
aller Fille), Phiochromozytomen (ca. 50 %) und

. primidren Hyperparathyreoidismus (ca. 20 %) (Abbil-

dung 4). Eine Subform der MEN 2 ist das Familidre
Medullidre Schildriisenkarzinom (FMTC), bei dem
weder Phdochromozytome noch primérer Hyperpara-
thyreoidismus auftreten. Die Variante MEN 2B zeigt
zusitzlich neuroektodermale MiBbildungen. Das C-
Zellkarzinom dieses MEN 2-Subtypes stellt die aggre-
sivste Form mit schlechter Prognose dar. Es entwickelt
sich oft schon in friither Kindheit.

Die MEN 2A wird autosomal dominant vererbt.
Gentriager entwickeln mit hoher Wahrscheinlichkeit
(70 % bis zum 60. Lebensjahr) ein klinisch manifestes
medulldres Schliddriisenkarzinom. Die Erkrankung
bricht in den meisten Fillen zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr aus, kann aber in Einzelfillen bereits im
frihen Kindesalter. Fiir die erkrankten Patienten ist



Tabelle 1 Haufigkeitsverteilung der wichtigsten Mutationen
im Ret-Protoonkogen bei Patienten mit multipler endokriner
Neoplasie Typ 2 '
Exon Codon Amins3uren- Phanotyp Haufigkeit
austausch
10 609 Cys — x* MEN 2A, FMTC 609 - 620
610 Cys = x MEN 2A, FMTC insgesamt
618 Cys = x MEN 2A, FMTC 23%
620 Cys — x MEN 2A, FMTC
11 634 Cys — x MEN 2A 66 %
13 768 Gin - Asp FMTC <1%
790 Leu — Phe MEN 2A, FMTC 790 und 791
791 Tyr - Phe  MEN 2A, FMTC insgesamt 8 %
804 Val - leu FMTC <%
Val — Met :
14 844 Arg - Leu FMTC <1%
15 883 Ala —» Phe MEN 2B 5%
16 918 Met — Thr MEN 2B 95 %
= X" steht fur die Umwandlung des Cysteins in eine beliebige
andere Aminoséure

vor allem die Metastasierung der medulliren Schild-
driisenkarzinomzellen lebensbedrohend.

Molekularbiologie der MEN 2
Das RET-Protoonkogen: Das RET-Protoonkogen ist
auf Chromosom 10q11.2 lokalisiert und enthilt 21
Exons (Abbildung 5). :

Es codiert fiir einen Tyrosinkinase-Rezeptor, der
nach Bindung eines Liganden eine intrazelluldre Sig-

nalkette auslost. Fiir das RET-Gen sind einige -Muta- .

tionen beschrieben, die mit der Entwicklung der MEN
2 assoziiert sind. Alle drei Subtypen der MEN 2 ent-
stehen durch aktivierende Keimbahnmutationen im
RET-Protoonkogen (Tabelle 1) [9]. Die klassischen
MEN 2A-auslosenden Mutationen werden in einem
von 5 Cysteinresten in der extrazelluldren, cysteinrei-
chen Domine des Rezeptors nachgewiesen. Die Um-

W. Héppner: Molekulare Routinediagnostik in der Endokrinologie

wandlung des Cystein-Codons 634 (Exon 1) in eine
beliebige andere Aminosiure fiihrt in aller Regel zum
Vollbild der MEN 2A. Mutationen in den Cystein-Co-
dons 609. 611, 618 oder 620 (Exon 10) lassen eher den
FMTC Phinotyp erwarten. Mutationen, die kein Cy-
stein-Codon betreffen, werden meist in im intrazel-
luldren Teil des rer Proteins gefunden und sind eher
mit dem FMTC Phinotyp verkniipft. Nicht-Cystein-
Mutationen betreffen am hiufigsten die Codons 790
und 791 (Exon 13) [10]. Die MEN 2B Erkrankung ist
in 95 % der Fille auf die Mutation Methionin nach
Threonin in Codon 918 zuriickzufiihren, 5 % der Fiille
weisen eine Mutation in Codon 883 auf.

Molekularbiologische D}agnostik bei MEN 2

. Die molekulare Diagnostik ist fiir die Versorgung der

MEN II-Familien bereits heute ein unverzichtbares
Kriterium zum therapeutischen Vorgehen [11, 12]. Es
hat sich aber auch gezeigt, daB Patienten mit Tumoren,
wie sie bei MEN Il vorkommen (insbesondere me-
dulldre Schilddriisenkarzinome und Phiiochromocyto-
me), jedoch ohne offensichtliche familiire Héufung,
auch in die molekulare Diagnostik einzubeziehen sind.
In einigen Fillen ist die Familienanamnese nicht aus-
reichend und es handelt sich tatséchlich um eine here-
ditire Form. Die Untersuchung von anscheinend spo-
radischen Patienten mit neuroendokrinen Tumoren, die
mit der MEN 2-Erkrankungen assoziiert sind. hat er-
geben, daB in iiber 10 % der Fille eine Keimbahnimu-
tation vorliegt und diese somit als familiéir einzustufen
sind. Dieses ermdglicht wiederum die Untersuchung
von potentiell betroffenen Familienangehérigen.
AuBerdem ist eine signifikante Neumutationsrate be-
obachtet worden (bei MEN 2B bis zu 40 %).

Fiir die moglichst friihzeitige Erkennung des Aus-
bruchs der Krankheit steht ein biochemisches Scree-
ningverfahren zur Verfiigung. Es basiert auf der erhoh-
ten Pentagastrin-induzierten Stimulation von Calcito-
nin beim Vorliegen von C-Zell-Hyperplasien und/oder
medulldren Schilddriisenkarzinomen. Diesem Test
miissén sich alle Mitglieder von MEN 2A-Familien in
etwa 6- bis 12monatigem Abstand unterziehen.

(Vermeintlich) sporadisches
medullares Schilddriisenkarzinom
Phaochromozytom

lGenetische Diagnostik ]
** | Keine weitere
Diagnostik
Kein Familien-
screening

1 @ Patient: Calcium, Parathormon

{ Verwandter eines MEN2/FMTC-Patienten l

Genetische
Diagnostik
beim Indexpatienten

Keine weitere
Diagnostik

i Catecholamine, bestimmen

‘@ Familie: Genetische Diagnostik

o Prophylaktische THX
o Udhrlich C

halami hoati

Parathormon, Cat

v

Abbildung 6 Beim diagnostischen Vorgehen spielt sowohl bei sporadischen medulldren Schilddriisen-Tumoren (Abb. 6A) als auch bei
familidren Erkrankungen (z. B. NEN2, Abb. 6B) die Molekulargenetik eine zentrale Rolle.
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In den letzten Jahren hat der Nachweis von patho-
genen Mutationen im RET- Protoonkogen in der Be-
trevung von betroffenen Familien eine auBerordentlich
\vmhnne Bedeutung erlangt (Abbildung 6, A und B)
[13. l4]. In jeder betroffcnen MEN 2a oder FMTC Fa-
milie wird heute zunichst bei cinem Indexpatient
durch Sequenzierung der Exons 10,11 und 13 dic Mu-
tation ermittelt. Danach wird bei allen Verwandten ein
mégliches Vorliegen dieser Mutation tiberpriift. Wenn
die Indikation fiir die molekulargenetische Untersu-
chung im Verdacht auf MEN 2B besteht, werden nur
die Exons 15 und 16 auf die Mutation in Codon 883
und 918 routineméBig untersucht.

Die Gentriiger erkranken mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit an den Symptomen der MEN 2. Die
prisymptomatische Ermittlung des Gentriigerstatus er-
moglicht als priventive MaBnahme eine prophylakti-
sche Thyreoidektomie, die im Alter von 5-6 Jahren
. empfohlen wird, bei der MEN 2B im Séuglingsalter.
Die Erfahrung zeigt, daB bei praktisch allen prophy-
laktisch thyreoidektomierten Gentrigern bereits mor-
phologische Verinderungen vorliegen.

Zum kompletten molekularen Diagnostikprogramm
der MEN 2-Familien gehort auch die Méglichkeit, ver-
wandte hereditdre Tumorerkrankungen mit iiberlappen-
der Symptomatik (wie z. B. von Hippel-Lindau-Syn-
drom, Neurofibromatose 1, familidre Phdochromozyto-
me) analysieren zu konnen, deren Gene bekannt sind.
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Das Hepatitis-C-Virus ist weltweit eine der Hauptursa-
chen der Hepatitis, der Leberzirrhose und des Leber-
zellkarzinoms. Obwohl der Erreger erst vor 10 Jahren
identifiziert werden konnte, sind inzwischen enorme
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sitze, die in den letzten Jahren grundlegende Verdnde-
rungen erfahren haben. Aus diesem Grund ist eine
aktualisierte Gesamtdarstellung in Form einer zweiten
Auflage dieses Werkes erforderlich geworden. Alle Bei-
trage wurden in Hinblick auf neueste Erkenntnisse -
iiberarbeitet und dariiber hinaus drei neue Kapitel zu
Begutachtungsfragen und neuen Therapieformen auf-
genommen. Die Autoren sind ausnahmslos fiihrende
Experten auf dem Gebiet der Hepatologie in Deutsch-
land und garantieren fiir die Beriicksichtigung mod-
ernster Entwicklungen und fachlich kompetente Dar-
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