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2 Zusammenfassung

Freie Sauerstoffradikale kdnnen die Entstehung aikid veranderter Purin- und
Pyrimidinbasen in der DNA verursachen. SpezifiSbiNA-Reparatursysteme verhindern die
Entstehung von Mutationen als Folge dieser Bas&wseh Die DNA-Glykosylase MYH
spielt beim Menschen eine wichtige Rolle bei derriv@dung von G:GT:A-
Transversionen, indem sie im Rahmen Hase excision repair (BER) Adenin aus einer
Fehlpaarung mit der oxidativ geschadigten Base®%8-Dihydroguanin (8-oxoG) entfernt.
Ein Ausfall von MYH durch Inaktivierung beider AleedesMYH-Gens auf Keimbahnniveau
fuhrt zur genomischen Akkumulation dieser Transe@en und zur spéateren Ausbildung
einer MYH-assoziierten Polyposis (MAP). Bei Pateninit einer MAP finden sich zumeist
zwischen zehn und 100, seltener tber 100 kolorekadienome, die in der Regel zwischen
dem 40. und 50. Lebensjahr diagnostiziert werdeglegentlich werden auch weniger als
zehn Adenome oder friih auftretende kolorektale ikamme ohne begleitende Polypen
beschrieben. Bis heute wurden mehr als 40 patholfieMutationen identifiziert, wobei
Y165C und G382D zusammen mehr als 2/3 der Mutati@osmachen.

In der vorliegenden Studie wurde die Haufigkeit 8YH-Hotspotmutationen Y165C und
G382D prospektiv in einem gemischten gastroentgredhen Patientenkollektiv bestimmt
und der koloskopische Befund mit dem Mutationsstaabbgeglichen. Durch alternatives
SpleiRen und Nutzung unterschiedlicher Transknysstartpunkte entstehen verschiedene
Varianten des MYH-Proteins, deren funktionelle Bgdag noch nicht endgultig geklart ist.
In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersugbtden, welche unterschiedlichen MYH-
Pra-mRNA-Spleil3varianten existieren und ob intrdnéesMYH-Genvarianten das komplexe
MYH-Pra-mRNA-SpleiBen derart beeinflussen konnenassd durch einen daraus
resultierenden Funktionsverlust der MYH-Glykosylagee MAP verursacht werden kann.
Insgesamt wurden 352 Patienten (187 Manner, 166eRraAlter 54,5 + 17,6 Jahre [Range
18-89 Jahre]; 116 mit koloskopischem Normalbefuftdl mit kolorektalen Adenomen
und/oder Karzinomen, 92 mit einer chronisch-enttithdn Darmerkrankung (CED) und 13
mit sonstigen Befunden) evaluiert. Nach DNA-Is@ataus einer koloskopisch entnommenen
Zangenbiopsie aus unauffalliger Kolonschleimhawt Amplifikation derMYH-Exons 7 und
13 wurden Trager der Y165C- beziehungsweise G382ialibn durch Restriktionsverdau
mit den Enzymemwol und Bglll identifiziert. Bei Patienten mit Mutationsnachiwevurden
zusatzlich die Exons 2 bis 14 mit den flankierendetronabschnitten amplifiziert und

sequenziert.
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Zur Analyse des komplexen MYH-Pra-mRNA-SpleiRengdeubei einer Patientin mit 19
kolorektalen Adenomen und zwei gesunden ProbangelldH-mRNA nach RNA-Isolation
durch reverse Transkription in cDNA umgeschried®@R-amplifiziert und sequenziert.

Eine heterozygote Y165C- oder G382D-Mutation konh& fiinf beziehungsweise drei
Patienten identifiziert werden. Ein Patient mit gmund heterozygotem Y165C/G382D-
Mutationsstatus, bei dem uber einen Zeitraum vodden 107 kolorektale Adenome und
ein Karzinom entfernt wurden, war der einzige Rudtiemit biallelischem MYH-
Mutationsstatus. Aus umfassenden koloskopischeersimthungsdaten dieses Patienten lasst
sich schlieRen, dass die MAP zunachst mild mit wanigen pro Jahr entstehenden
Adenomen beginnt, es im weiteren Verlauf aber nerai deutlichen Anstieg der jahrlich neu
auftretenden Adenome kommt. Im Vergleich zu derssgan Adenompatienten konnten bei
dem MAP-Patienten signifikant haufiger hohergradigetheldysplasien, oft bereits in unter
5 mm grol3en Adenomen, nachgewiesen werden (4,126\&%; p<0,001).

Zwei weitere Patienten mit vier beziehungsweisekd®@rektalen Adenomen sowie je zwei
Patienten mit CED beziehungsweise einem unauf@illigoloskopiebefund wiesen
monoallelische Y165C- oder G382D-Mutationen aufi Biesen sechs Patienten wurden
neben den vorbeschriebenen Polymorphismen Q324HI\WU8d6+35 G>A keine weiteren
pathogenen MYH-Mutationen nachgewiesen. Ein erhdhtes Adenomrisikio Trager
monoallelischeMYH-Mutation liel3 sich nicht nachweisen.

Bei der Analyse des MYH-Pra-mRNA-SpleiRens wurdeai lder Adenompatientin
(heterozygotéMYH-Intronvarianten: IVS f+3430 C>G, IVS 1+5 G>C, IVS 2+30 A>G, IVS
6+35 G>A) und den zwei gesunden Probanden (hetgoteyintronvarianten bei V1: IVS
6+35 G>A, IVS b+314 G>C, IVS $+2900 T>G, IVS B+3430 C>G; keine Variante bei
V2) neben den sechs bekannten Splei3formen 21 aléer@ativ gespleil3te MYH-mRNASs
gefunden. Bei der Translation dieser mRNAs entstehel9 Fallen vorzeitige Stopkodons
und somit nicht funktionsfahige Proteine, in derdba anderen Fallen kommt es zum Verlust
von 14 beziehungsweise 153 Aminosauren. Die Enisgpleiner bestimmten Spleil3variante
als Folge einer definierten Intronvariante konniehn belegt werden. Die untersuchte
Adenompatientin wies insgesamt nicht signifikanthméhlgesplei3te mRNAs auf als die
gesunden Probanden, sodass ihre Polyposis wahtkchaiicht durch Splei3fehler aufgrund

von MYH-Intronvarianten ausgelost wird.
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In der vorliegenden Studie konnten im Gesamtkalekinsgesamt acht MYH-
Hotspotmutationen identifiziert werden. Einer vail1Patienten mit kolorektalen Adenomen
und/oder Karzinomen (0,8%) beziehungsweise einen acht Patienten mit Uber 15
Adenomen (12,5%) wies eine MAP auf. Die bei diesdpatienten erhobenen
Untersuchungsdaten sprechen dafur, dass die bei Médgehriebenen unterschiedlichen
Polypenzahlen entgegen der bisherigen Annahmewvehschiedene Beobachtungszeitpunkte
als interindividuell unterschiedliche Phanotypen Ibiallelischer MYH-Mutation darstellen.
Zudem ergaben sich Uber die erhdhte Dysplasiemiteldn MAP-Adenomen Hinweise auf
einen beschleunigten Adenomprogress zum Karzinomdbe MAP. Durch alternatives
SpleiBen kann eine Vielzahl unterschiedlicher MYRMA-Varianten entstehen, deren
zellulare Funktion allerdings noch unklar ist. EiBeeinflussung des Spleil3ens durch
bestimmteMYH-Intronvarianten und somit eine moégliche Pathoggrdteser Varianten lief3
sich nicht nachweisen. Im klinischen Alltag sollbei Patienten mit mehr als 10-15
kolorektalen Adenomen oder frih auftretendem kdéi@mem Karzinom eineMYH-
Mutationsdiagnostik initiiert werden.
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Prospective evaluation oMYH germ line variants and

analysis ofMYH intronic variants’ impact on the generation of

pre-mRNA-splicing variants as additional causatiorof MYH-associated polyposis

Reactive oxygen species can cause the developmematrious oxidized DNA base lesions.
By removing adenine mispaired with the base leSiaxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoG) the
DNA glycosylase MYH, involved in base excision rgpglays an important part in
protecting human cells from the devastating conseges of oxidative DNA damage
(G:C—T:A transversions). Lately it has been known thatihactivation of both alleles of the
MYH gene leads to genomic accumulation of STA transversions and a multiple
colorectal adenoma phenotype called MYH-associatdgiposis (MAP). Affected persons
mostly show between ten and 100 colorectal adenandsless frequently more than 100
adenomas which are usually diagnosed at the ag@ td 50. Phenotypes with less than ten
adenomas or young-onset colorectal carcinomas wutithocompanying polyps have rarely
been reported. Up to now more than 40 pathogée mutations have been described, with
Y165C and G382D accounting for more than two thofdall mutations.

In this prospective study we investigated the fesmy of the two hotspot mutations Y165C
und G382D in a mixed study population that undetwancolonoscopy (187 men, 165
women, aged 54,5 + 17,6 [range 18-89 years]; 116 nwormal colon, 132 with colorectal
adenomas and/or carcinomas, 92 with inflammatomwdbalisease (IBD) and 13 with other
diseases) and evaluated the phenotypical conseegiesfc monoallelic or biallelidYH
mutations. Moreover, there are different variantstte MYH glycosylase with unclear
functional impact which are generated by altermatsplicing and by using different
transcription starting points. Our aim was to digcithe spectrum of MYH-pre-mRNA-
splicing variants more precisely. We also tried ctarify if intronic MYH variants can
influence MYH-pre-mRNA-splicing and originate MAR MYH inactivation due to splicing
errors.

DNA was extracted from a biopsy that was taken froarmal colonic mucosa during
colonoscopy. After PCR amplification MYH exons 7 and 13 Y165C and G382D mutation
carriers were detected by digestion witlhwol and Bglll. Exons 2-14 and large parts of the
flanking introns were amplified and sequenced itigpés withMYH mutations. For analysis
of MYH-pre-mRNA-splicing mMRNA was extracted andrstated into cDNA by reverse
transcription. Then the cDNA was amplified by PQRl @analysed by sequence analysis. We
studied the MYH-mRNAs of a patient with 19 colomcidenomas and compared them with
two healthy individuals’ mRNAs.
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Five patients showed a heterozygous Y165C mutaihthree patients were heterozygous
carriers of the G382D mutation. One patient was pammd heterozygous for both variants
and the only biallelic mutation carrier detectedour study. During the last 14 years 107
colonic adenomas and a carcinoma of the sigmoidncbbhve been removed in this MAP
patient. Because of the detailed information weaimletd by regular colonoscopy of this
patient we assume that adenoma development in MRl is slow but then accelerates
tremendously over the years. Moreover, there wagraficantly higher number of adenomas
with mild or severe epithelial dysplasia, preferght in adenomas smaller than 5 mm,
compared with other patients suffering from coltetadenomas (24,3% vs. 4,1%; p<0,001).
Two patients with 4 respectively 19 colorectal amaas, two persons with IBD and two
healthy individuals were monoallelic mutation cars. None of these six patients had a
second pathogeni®YH mutation. Only the knowmYH polymorphisms Q324H and IVS
6+35 G>A were found in three cases. The risk obremltal adenoma development was not
increased in monoallelic mutation carriers.

By mRNA analysis in a polyposis patient (heteroaygontronicMYH variants: B+3430
C>G, IVS 1+5 G>C, IVS 2+30 A>G, IVS 6+35 G>A) andiat healthy individuals
(heterozygous introniMYH variants V1: IVS 6+35 G>A, IVSdt+314 G>C, IVS $+2900
T>G, IVS B+3430 C>G; no intronic variants in V2BIYH gene) we detected 21 new
alternatively spliced mRNAs besides the six knowRNW variants. 19 out of them lead to
premature stopcodons and defective proteins. Tleer&émaining variants show deletions of
14 and 153 amino acids. There was no evidencec#rddin intronic variants cause specific
MRNA variants and there was no significant diffeebetween the multiple adenoma patient
and the healthy persons concerning the number ddAsRwvith splicing errors.

All in all, we detected 81YH hotspot mutations in the investigated study pdparia One
MAP patient was found among 131 patients with adtal adenomas and/or colorectal
cancer (0,8%) and among 8 patients with more tHamrdorectal adenomas (12,5%). Our
findings suggest that the different numbers of adeas found in MAP patients
predominantly depend on the time of investigati@ther than on an inter-individual
variability of phenotype as it was suggested pnesiyp Furthermore, there seems to be an
accelerated progression from adenoma to carcinanhAP. 19 new MYH-mRNA variants
generated by alternative splicing were detectethénpresent study. However, their detailed
cellular function still remains unclear. IntrortYH variants do not affect MYH-pre-mRNA-
splicing and therefore don’'t seem to cause MARhindaily routine patients with more than
10 or 15 colorectal adenomas or early-onset cdiare@ancer should be screened kéYH

mutations.
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3 Einleitung

3.1 Das kolorektale Karzinom

Mit einem Anteil von 24,7% sind Krebserkrankungeracim den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache intdebland (Baltes et al., 2004). Dabei
liegt das kolorektale Karzinom mit jahrlich Gber.@30 Neuerkrankungen in Deutschland
sowohl bei den Krebsneuerkrankungen als auch debskmdesursachen an der zweiten Stelle
(Bertz et al., 2004). Das Lebenszeitrisiko liegti b&6%. Mit einem mittleren
Erkrankungsalter von 68 Jahren bei Mannern, bengdweise 73 Jahren bei Frauen, handelt
es sich beim kolorektalen Karzinom um eine Tumawserkung, die bevorzugt im hdheren
Lebensalter auftritt.

Kolorektale Karzinome gehen vom Zylinderepithel deolon-Schleimhaut aus. Dieses
Epithel besteht aus nur einer einzigen Zellschidiat sich innerhalb von funf bis sechs Tagen
ausgehend von sogenannten Krypten durch einen Wargke und Differenzierungsprozess
der Epithelzellen vollstandig erneuert. Im basal@&ereich dieser fingerférmigen
Einstilpungen befinden sich undifferenzierte Staelfen, von denen mehrere Generationen
teilungsfahiger Zellen ausgehen. Diese sorgen gdaféiss absterbende und abgeschilferte
Zellen des apikalen Oberflachenepithels in gleichdiai3e nachgebildet werden. In den
oberen Abschnitten der Krypten liegen nicht mellungsfahige, differenzierte Zellen vor,
die dort ihre spezifischen Aufgaben Ubernehmen [eeuwen et al., 2006).

Karzinome treten in den verschiedenen Abschnittes dickdarms unterschiedlich haufig
auf. Distal der linken Flexur liegen 57-78% der Tare) wobei mindestens 50% allein auf
Kolon sigmoideum und Rektum entfallen (Celestin@alet1996; Paluszkiewicz et al., 2005).
Entsprechend werden lediglich zwischen 14 und 3@¥%ldmore proximal der linken Flexur
gefunden (Nguyen et al., 1991; Fante et al., 1997).

Risikofaktoren fur die Entstehung von Darmkrebsisieben dem Alter und einer nicht zu
unterschatzenden genetischen Pradisposition v@mnalirndhrungs- und Lebensgewohnheiten
(Rauchen, Alkohol, rotes Fleisch, ballaststoffafEneahrung) (Lieberman et al., 2003). Auch
bei Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkmagen, Diabetes mellitus oder
Akromegalie sowie nach Uretersigmoideostomie, Chalektomie oder Radiatio bei

urogenitalen Tumoren besteht ein erhdhtes Risik&a@orektalen Karzinom zu erkranken.
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3.1.1 Karzinogenese und Adenom-Karzinom-Sequenz

Bis auf wenige Ausnahmen entwickeln sich naheza ®lhrzinome des Dickdarms aus
gutartigen, prékanzerdsen Epithelproliferationean cAdenomen. Unter dem Begriff der
Adenom-Karzinom-Sequenz (Jackman und Mayo, 1951) versteht man die regelfstbfolge
der Entwicklung eines invasiven Karzinoms aus eidglanom Uber die Zwischenstufen der
niedriggradigen und hochgradigen Epitheldysplaflieeser Prozess dauert in der Regel
zwischen funf und 20 Jahren.

Jedoch entsteht nicht zwangslaufig aus jedem AdepomKarzinom. Vielmehr ist das
Entartungsrisiko von Wuchsform, Gré3e und histdogem Typ abhangig. Dabei entarten
villdse Adenome haufiger als tubulovilldse und diegederum haufiger als tubulare Formen.
Breitbasige Adenome entarten wiederum eher alseffesAdenome. Mit einem Anteil von
15% sind villdse Adenome allerdings deutlich sedteals tubulare (50%) und tubulovillése
(35%) Adenome.

Die Entwicklung einer kolorektalen Neoplasie setataus, dass sich eine einzige Kolonzelle
durch Mutation oder Ausfall proliferationssteuerndgene unkontrolliert teilen kann und
damit einen Wachstumsvorteil gegentber den Ubrigelen entwickelt. Dabei kénnen
einerseits Protoonkogene (Tab. 1) zu Onkogenen eneuti und flr einen von
Wachstumsfaktoren unabhangigen, permanenten Ratidasreiz sorgen. Andererseits
kbnnen Tumorsuppressorgene (Tab. 1), welche normweikee die Zellteilung kontrollieren,
inaktiviert werden (Calvert und Frucht, 2002).

Tabelle 1: Beim kolorektalen Karzinom héufig mutiete Protoonkogene und Tumorsuppressorgene
Neben den Proteinfunktionen sind auch die vermotételgen bei Inaktivierung sowie die H&aufigkeit der
betreffenden Mutationen in kolorektalen Karzinomeéedergegeben (modifiziert nach Chung, 2000).

Genort | Proteinfunktion Mutationsfolgen Haufigkeit
Protoonkogen
K-ras 12p Signaltransduktior] Adenomprogress 50%
CTNNB1 3p22 | Transkriptionsfaktqr Adenomentstehung 4-15%
SRC 2ql11 Tyrosinkinase Metastasierung 2%
Tumorsupp ressorgen
APC 5921 | B-Catheninbindung Adenomentstehung 70%
p53 17p13 | Zellzykluskontrollg Ubergang zum invasiveniaom 50-70%
SMAD4 18921 | Transkriptionsfaktqr Adenomprogress 16%
SMAD2 18921 | Transkriptionsfaktqr Adenomprogress 6%
DCC 18921 | Oberflachenrezeptor Adenomprogress 3%

Wahrend die Mutation oder Deletion eines Allels Werotoonkogenen bereits zur
Tumorentstehung fuhren kann, missen bei einem Tauppressorgen beide Allele verloren
gehen T{wo-Hit-Hypothesis; Knudson, 1985). Entsprechend dem Konzept der

morphologischen Adenom-Karzinom-Sequenz wurde basie auf Mutationsstudien an
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préakanzerdsem und kanzerésem Kolongewebe ein Mddelsequenziellen Akkumulation
genomischer Lasionen bei der Entstehung des kaldezkKarzinoms entwickelt (Vogelstein
et al.,, 1988). Wahrend die Inaktivierung beiderehdl desAPC-Gens als AuslOoser der
Adenomentstehung angesehen wird (Powell et al.2)1%@heint der Progress zum malignen
Tumor neueren Untersuchungen zufolge weniger vorgeirauen Reihenfolge denn von der
Kombination bestimmter Genalterationen (Abb. 1)udd@ngen (Leslie et al., 2002). Dennoch
werden Inaktivierungen der Gemb3, DCC oder SMAD héaufig erst in Adenomen mit

hohergradigen Dysplasien oder Karzinomen und nterse frihen Adenomen gefunden.

APC <~ [DCC/SMAD] «
v v \ \

Normales Adenom Adenom Adenom | ;
Epithel | leichte Dysplasie mittlere Dysplasie —>[schwere Dysplasie| = Karzinom

Abbildung 1: Genetisches Tumorprogressionsmodell i kolorektalen Karzinom
(Adenom-Karzinom-Sequenz)

Schrittweise Aktivierung von Protoonkogenen undkiinéerung von Tumorsuppressorgenen bedingt die

Entstehung von kolorektalen Karzinomen ausgehendheomalem Epithel (nach Vogelstein et al., 1988).

Generell wird davon ausgegangen, dass die MehidahlMutationen in den langlebigen
basalen Stammzellen entsteht. Die wenigen Geneeatiooch teilungsfahiger Tochterzellen
(Transitzellen) verlieren bereits nach wenigen dregen ihre Replikationsfahigkeit und leben
zu kurz, um beispielsweise somatische Inaktivieeingoeider Allele desAPC-Gens
entwickeln zu konnen. Die ers#®PC-Mutation wird daher zumeist in einer Stammzelle
stattfinden, die endgultig zur unkontrollierten Hevation fihrende zweite Mutation kann
sowohl in der Stammzelle selbst wie auch in allem der Stammzelle gebildeten, noch
teilungsfahigen Tochterzellen entstehen (Komarawa\Wang, 2004).

Neben dieser algjatekeeper pathway bezeichneten Akkumulation von Mutationen in
Tumorsuppressorgenen und Protoonkogenen, mitAB€-Mutation als Schlisselereignis,
wurde als alternative und seltenere Moglichkeit dedorektalen Karzinogenese der
sogenanntearetaker pathway beschrieben. Hierunter versteht man den Ausfatl RNA-
Reparaturmechanismen, der innerhalb kurzer Zeieimer Haufung von Mutationen im
gesamten Genom, und somit auch in den fir die Deamloskentstehung verantwortlichen
Onkogenen und Anti-Onkogenen fuhrt (Kinzler und ¥istein, 1997). Wichtige an der
Entstehung von Darmkrebs beteiligtaretaker-Gene sind dieDNA-Mismatch-Reparatur-
GeneMSH2, MSH6, MLH1 aber auch das Base-Excision-Repair-Gifid.
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3.1.2 Genetische Pradisposition beim kolorektalen &zinom

Sammeln sich die zur Adenom- und Karzinomentstemitggen Veranderungen im Laufe
von Jahrzehnten als Folge von somatischen Mutatiomesiner Korperzelle an, so entsteht
aus dieser ein sogenanntes sporadisches Karzinase Bporadischen Karzinome machen
ungefahr 70% aller Darmkrebsfalle aus.

Es wird davon ausgegangen, dass bis zu 30% allerektalen Neubildungen familiar oder
aufgrund einer eindeutigen genetischen Pradispasiterblich gehauft vorkommen
(Lichtenstein et al., 2000). Beim familiaren Darmeibs wird eine multifaktorielle Vererbung
vermutet, das Risiko bei erstgradig Verwandten exknankten Personen ist um den Faktor 2-
4 erhoht (St. John et al. 1993; Fuchs et al., 1998 genaue genetische Grundlage konnte
bisher noch nicht geklart werden (Johns et al. 1200

Vom hereditaren Kolonkarzinom spricht man bei \&gkn molekulargenetisch und klinisch
genau definierter Syndrome. Hier liegt bereits ém @lterlichen Keimzellen oder der Zygote
ein Allel eines Tumorsuppressor- oder DNA-Repagens verandert vor. Organismen mit
Keimbahnmutationen in Protoonkogenen scheinen aageight lebensfahig zu sein (Jo und
Chung 2005). Da in diesen Fallen nur noch der \¢erdier gesunden Kopie des betroffenen
Gens im Sinne einer somatischen Mutation notigtreten die hereditdren Karzinome in
deutlich jungerem Alter auf. Es werden Syndrome Awiftreten multipler Kolonpolypen wie
die familidre adenomatdse Polyposis (FAP) (Powedl €1993), die attenuierte FAP (Lal und
Gallinger 2000), das Turcot-Syndrom (Typ 1 und BEprfilton et al. 1995), das Peutz-
Jeghers-Syndrom (McGarrity et al. 2000), die juleeritolyposis (Howe et al. 1998), das
Cowden-Syndrom (Longy und Lacombe 1996), das HMR&editary mixed polyposis
syndrome) (Whitelaw et al. 1997) und dMYH-assoziierte Polyposis (MAP) (Al-Tassan et al.
2002) von Syndromen mit nur vereinzelten Polypea dem Lynch-Syndrom (Lynch und
Lynch 2000) oder dem Muir-Torre-Syndrom (Honchehletl994) unterschieden.
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3.1.3 Wichtige hereditare Kolonkarzinomsyndrome

3.1.3.1 Familiare adenomatdse Polyposis (FAP)
Die FAP ist mit einer Inzidenz von 10 pro 100.0@ulpw et al., 1996) eine seltene

Erkrankung. Sie ist gekennzeichnet durch hundeletdusende Adenome in Kolon und
Rektum, die im Alter von 10-30 Jahren auftreterakB'sch alle Betroffenen entwickeln funf
bis 15 Jahre nach Adenomentstehung mindestens aorektales Karzinom (obligate
Prékanzerose). Dabei korreliert das Entartungsrisihit der Polypenanzahl. Der
Adenomprogress zum Karzinom ist nicht beschleunigt.

In 80-90% aller FAP-Falle kann eine Keimbahnmutatim einem Allel desAPC-
Tumorsuppressorgens nachgewiesen werden (Powall, €993), wobei es sich bei bis zu
30% umde novo Mutationen ohne familiare Belastung handelt. ZuleAomentstehung ist
somit nur noch eine somatische Mutation oder Dateties normalen, zweitekPC-Allels in
einer teilungsfahigen Darmzelle notig. Da praktis@dlle Nachkommen mit der
Keimbahnmutation die Krankheit entwickeln, han@sltsich um einen autosomal dominanten
Erbgang mit 100%iger Penetranz (Strate und Sy2gah).

Das 1991 identifizierteAPC-Gen (Groden et al., 1991) kodiert fur ein Protalas mitp-
Cathenin, Axin und der Glycogen-Synthase-Kinase(Is§Kkomplexiert. Innerhalb dieses
Komplexes wird p-Cathenin phosphoryliert und in der Folge Ubiquitermittelt im
Proteasom abgebaut (Rubinfeld et al., 1996). Efekdes APC-Genprodukt fuhrt zu einer
gestérten Komplexbildung und einem erhdhten cywpkischerp-Catheninspiegel. Dieses
freie B-Cathenin interagiert im Zellkern mit TCF-4, eineifranskriptionsfaktor fur
verschiedenste Onkogene und sorgt damit fir einemeferte Transkription dieser
proliferationsférdernden Gene (Tetsu und McCormié99).

Die Keimbahnmutationen kénnen in allen 21 Exons selr grol3en APC-Gens liegen,
bestimmte Genabschnitte und einzelne Kodons siddcfe besonders haufig betroffen
(Beroud und Soussi, 1996). Bezlglich des Schwedegrder Erkrankung besteht dabei eine
Genotyp-Phanotyp-Korrelation (Nagase et al., 199¥)nlich der Polyposisauspragung
konnen weitere Manifestationen der Erkrankung WHREE ¢ongenital hypertrophy of the
retinal pigmented epithelium), Osteome, Desmoidtumore, Epidermoidzysten odéypen
des oberen Gastrointestinaltraktes Keimbahnmuttiom bestimmten Abschnitten des Gens
zugeordnet werden (Wallis et al., 1994). Die erwodn, somatischen Mutationen liegen zu
60% in der sogenanntanutation cluster region zwischen Kodon 1286 und 1513 mit zwei
Hotspots in Kodon 1309 und 1450 (Miyoshi, 1992).

Die kleine Gruppe der Patienten mit FAP-Phanotyperaohne nachweisbardPC-
Mutationen, scheint genetisch heterogen zu seinK&en et al., 2005), wobei die zu Grunde
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liegenden Gene bisher nur zum Teil bekannt sindt Bezem ist bekannt, dass auch
Mutationen imMYH-Gen flr einen Teil der FAP-Falle ohne nachweisla@ienbahnmutation
im APC-Gen verantwortlich sind (Sieber et al., 2003; Ssompet al., 2003; Aretz et al.,
2006).

3.1.3.2 Attenuierte familidre adenomatose Polyp@SAP)

Unter einer AFAP versteht man das Auftreten vonig&nals 100 Polypen in Kolon und

Rektum (Lynch et al., 1995). Das Entstehen derptolyist bei diesen Patienten im Vergleich
zur FAP um 15 Jahre verzdgert, dennoch liegt dat&k&der Betroffenen an Darmkrebs zu
erkranken bei tber 80% (Jo und Chung, 2005).

Die AFAP kann sowohl durch erworbene Mutationen aleh durch familiar vererbbare

Keimbahnsch&den verursacht sein. In der Mehrzahl Fidle ist das betroffene Gen

unbekannt. Lediglich bei einem relativ geringenl @er Betroffenen von circa 20% (Varesco,
2004) liegen Keimbahnmutationen im APC-Gen vor. Umterschied zur klassischen FAP
(3.1.3.1.) liegen diese aber aullerhalb der bei HAd3onders haufig betroffenen
Genabschnitte (Spirio et al., 1993; Hernegger.e2aD2).

Auch die durch Keimbahnmutationen iMYH-Gen hervorgerufene MYH-assoziierte
Polyposis (Sieber et al., 2003, Gismondi et alQ420Aceto et al., 2005; Aretz et al., 2006)
prasentiert sich klinisch haufig als AFAP (verghedapitel 3.3.6).

3.1.3.3 Lynch-Syndrom

Das Lynch-Syndrom oder HNPC@efeditary non polyposis colorectal cancer) ist je nach
Untersuchung fur 1-6% aller kolorektalen Malignomerantwortlich und stellt die wohl
haufigste Form des erblichen Darmkrebses dar (Aaficet al., 1998). Charakteristisch ist die
Entstehung vorrangig rechtsseitiger kolorektalerzikme mit durchschnittlich 45 Jahren,
ohne Auftreten multipler Polypen. Zusatzlich tregghduft Karzinome des Endometriums,
Ovars, Magens sowie weiterer Organe auf. Die Umesaitdr autosomal dominant vererbten
Krankheit liegt im Ausfall eines Gens dBINA-Mismatch-Reparatur (MMR), die fur die
Korrektur postreplikativer Fehler verantwortlicht.idDie Keimbahnmutationen betreffen
zumeist die GendSH2 oder MLH1, Mutationen inMSH6, PMSL oder garPMX werden
deutlich seltener beschrieben (Lynch und de la €lgpl999). Nach einem somatischen
Verlust des gesunden Allels des betroffenen Repayans sammeln sich nicht korrigierte
Replikationsfehler typischerweise in repetitiven n€eguenzen, den Mikrosatelliten, an.

Hiervon kénnen auch repetitive Sequenzen prolii@nasteuernder Gene betroffen sein.
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3.2 Oxidative DNA-Schaden und deren Reparatur

3.2.1 Bildung von 8-oxoG und die Folgen
Freie Sauerstoffradikale (OFR) stellen als Nebedykte des aeroben Zellstoffwechsels oder

als Folge exogener Einflisse, wie ionisierendealting oder UV-Licht, eine standige
Gefahr fur die Integritat unseres Genoms dar. 3d amngenommen, dass jede Zelle taglich
dem Angriff von 18 Sauerstoffradikalen ausgesetzt ist (Dizdaroglalet2002). Korrelat
dieser Genomschadigung ist die Bildung von mehr 20s unterschiedlichen oxidativ
veranderten Purin- und Pyrimidinbasen, von denen Mehrzahl mutagen wirken kann
(Cooke et al., 2003). Daher ist es wichtig, dass Shuerstoffradikale durch Antioxidantien
wie Glutathion oder die Vitamine A, C und E abgefam werden, bevor potentielle
Genomschaden entstehen, welche dann durch konm@izReparaturmechanismen beseitigt
werden mussen.

Die Hauptquelle reaktiver Sauerstoffformen (RO$His ungewollte Einelektrontibertragung
auf molekularen Sauerstoff in den Elektronentrartkptien der Mitochondrien. Diese betrifft
1-3% des veratmeten Sauerstoffs (Benzi et al., 199@s hierbei sowie bei verschiedenen
enzymatischen Reaktionen im menschlichen Korpesteménde Superoxid-Anion-Radikal
(O27) scheint selbst nur schwach reaktiv zu sein. Unteatalyse durch die
Superoxiddismutase entsteht jedoch Wasserstofferdg*0,), welches bei Anwesenheit
von Metallkationen zu OHind OH zerfallt (Lloyd et al., 1997).

Bedeutende Mengen reaktiver Sauerstoffformen wergérh im Rahmen der zellularen
Immunantwort freigesetzt. So wird von neutrophitféranulozyten und Makrophagen beim
respiratory burst vorrangig Superoxid freigesetzt (Valko et al., 200Owelches dann mit
gleichzeitig entstehendem NO zu Peroxynitrit (QN@eagiert. Dabei handelt es sich um ein
sehr starkes Oxidans, das eine Vielzahl von DNA&8eh hervorrufen kann (Marnett et al.,
2000). Als wichtigste exogene Ursache fur die Bilglureaktiven Sauerstoffs wird das
Rauchen angesehen (Loft et al., 1992).

Das hochreaktive Hydroxylradikal (OHist mit seinem ungepaarten Elektron in der Lage m
dem Deoxyribose-Rickgrat der DNA sowie mit Pyrimidiund Purinbasen zu reagieren. Bei
der Reaktion des Hydroxylradikals oder auch vonoRgritrit (ONQO,) mit der Purinbase
Guanin entsteht zunachst eing-OH-Adduktradikal, aus dem durch Oxidation die
pramutagene Base 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-OxoguietHydroxyguanin; 8-OH-G; 8-
oxoG) wird (Steenken, 1989). Dabei kann die Basemaerung sowohl in chromosomalen
DNA-Strdngen als auch in den bei der Replikation rwemdeten freien
Nukleosidtriphosphaten (GTP) entstehen.
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Die Mutagenitat der Lasion, die ungefahr eine von Guaninbasen betrifft (Grollmann und
Moriya, 1993), besteht im Verlust der Spezifitdt Basenpaarung, sodass die bei der DNA-
Replikation tatigen Polymerasen sowohl Cytidintapphat als auch falschlicherweise
Adenosintriphosphat gegenuber 8-oxoG einbauen kor{&hibutani et al.,, 1991). Diese
Bereitschaft zur Fehlpaarung beruht in erster Ldaeauf, dass die oxidativ geschadigte Base
bevorzugt in der energetisch gunstigesyn-Konformation (Abb. 2) vorliegt (Oda et al.,
1991). Direkte Folge der Basenfehlpaarungen ist glisiufte Auftreten von G:GT:A
Transversionen in aktiv replizierten Teilen des @®a. Solche Mutationen konnten bereits in

Lungen- und Leberkarzinomen gehéuft nachgewiesedemgHollstein et al., 1991).
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Abbildung 2: 8-0x0G: Struktur und Paarungsverhalten

(modifiziert nach Brieba et al., 2004)

A: 8-0x0G insyn- (rechts) undanti-Konformation (Mitte) sowie dessen Bildung
(links) aus Guanin durch Interaktion mit reaktivSawerstoff (ROS)

B: 8-0xoG (0G) in Paarung mit Cytosimnfi-Konformation; links) und in
Fehlpaarung mit Adenirsyn-Konformation; rechts)

3.2.2 Basenexzisionsreparatur (BER)

Nur durch die Existenz mehrerer, teilweise intezegider DNA-Reparaturmechanismen
kann die Stabilitat der genomischen Information emnghts der Fulle unterschiedlicher
Schaden dauerhaft gesichert werden.

Folgeschaden oxidativ  verdnderter Basen werden té&@chdich durch die
Basenexzisionsreparatur (BER; Abb. 3) verhindaais@al et al., 1998; Hoeijmakers, 2001).
Auch der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) (Reardat al., 1997) und der
Mismatchreparatur (MMR) (Russo et al., 2006) konemne gewisse Bedeutung zu. Dartber
hinaus wurden auch Interaktionen zwischen dieserschieedenen Reparaturwegen zur

Reparatur oxidativ geschadigter Basen nachgewigert al., 2002).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Ablaufe i der base excision repair (BER)

Die defekte Base (B) wird durch eine spezifischgkG$ylase entfernt. Das basenlose Nukleotid witcdd bei
monofunktionalen (oben links) als auch bei bifuoktilen (oben rechts) Glykosylasen, die zusatzlicke e
intrinsische AP-Lyase Aktivitét besitzen, mit Hik®n APE1 und einer DNA-Polymerase entfernt. Imd~der
short patch (SP) BER (unten rechts) wird die entstandene Ligtkeh die Polymerase 3 aufgefiillt. Bei tmg
patch (LP) BER (unten links) werden mehrere Nukleotidiecth die Polymeras&entfernt und ersetzt.

Je nach Basenschaden wird bei der BER zuné&chsh @éune auf diese Lasion spezialisierte
DNA-Glykosylase die betreffende Base mittels Hygsel der N-glykosidischen Bindung
entfernt. Dabei erkennt jede Glykosylase nur eifigetimmte geschadigte oder fehlgepaarte
Basen. Die entstandene basenfreie Licke kann dannAPEL1 @purinic/apyrimidinic-
endonuclease) erkannt werden, welche die Phosphodiesterbin&imigr entfernten Base 10st,
sodass ein 3"-OH und ein 5"-Deoxyribophosphatentiahen. Im nachsten Schritt kann die
DNA-Polymerase B diesen Zuckerphosphatrest entfernen und gleicghzetn neues
Nukleotid am OH-Ende befestigen. Zuletzt wird ditstandene Liicke durch einen Komplex
aus DNA-Ligase 3 und XRCCIX{ray repair complementing defective repair in chinese
hamster cells 1) endguiltig verschlossen (Kubota et al., 1996).

Bifunktionelle Glykosylasen besitzen zusatzlich eeinntrinsische AP-Lyase-Aktivitat
(apurinic/apyrimidinic lyase activity), mit der diese aufRerdem in der Lage sind selbst
Phosphodiesterbindungen zu l6sen. Mit Hilfe von ARErd auch hierbei das basenlose
Nukleotid entfernt und dann durch die Polymerdiseersetzt (Ide und Kotera, 2004).
Alternativ zu diesem alshort patch-BER (SP-BER) bezeichneten Weg wird je nach L&sion
von bestimmten Glykosylasen auch die sogenahotg patch-BER (LP-BER) initiiert
(Fortini et al., 1999). Hierbei wird unter Beteiligg der DNA-Polymerasé oder e, flap
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endonuclease 1 (FEN1) und DNA-Ligasel ein zwei bis 13 Nukleetidnges DNA-Stiick mit
der geschadigten Base entfernt. Die AnwesenheitRONA (roliferating cellular nuclear
antigen) und RPA (eplication protein A) bei der LP-BER legt nahe, dass dieser Weg
raumlich und funktionell eng an die DNA-Replikatigekoppelt sein muss (Fan und Wilson,
2005).

3.2.3 Reparatur 8-o0xoG bedingter Schaden

Aufgrund der Gefahrdung fast aller Organismen dulah standige Bildung von 8-0xoG
haben nahezu alle Lebewesen ein spezifisches SysteBeseitigung der geschadigten Base
selbst und zur Verhinderung von Folgeschéaden ekeéNicDieses sogenannteO-System
(Abb. 4), welches ursprunglich bé&.coli entdeckt wurde, besteht aus drei Enzymen, die
gemeinsam an der Beseitigung oxidativer Schademligesind (Michaels and Miller 1992).
Dabei muss zwischen zwei verschiedenen Schadigweadsanismen unterschieden werden:
Wird bei der Replikation frei im Nukleotidpool defelle vorkommendes 8-oxodGTP
gegenuber von Adenin im DNA-Doppelstrang eingebaot,fuhrt der eigentlich richtige
Einbau von dCTP gegeniber von 8-oxodG im nachstepliltionsschritt zu A:FHC:G
Transversionen (Abb. 4B). Diese werden letoli durch das Enzym MutWerhindert,
welches durch Hydrolyse von 8-0xodGTP zu 8-oxodGdéBsen Einbau bei der Replikation
vermindern kann (Maki and Sekiguchi, 1992). Einaklivierung des entsprechendeiutT-
Gens fuhrt zu einem gehauften Auftreten von-AQT:G Mutationen (Yanofsky et al., 1966).
Daneben bendtigt die Bakterienzelle im Falle eBiexoG-Bildung innerhalb chromosomaler
DNA die Glykosylasen MutMund MutY, um durch Basenexzisionsreparatur -GTCA
Transversionen zu verhindern (Abb. 4A). MutM emnteB-oxoG aus dem DNA-Strang,
sodass dies dann durch unverdndertes Guanin ergetden kann (Tchou et al., 1991).
Misslingt jedoch die Entfernung von 8-oxoG, was 0@ bis 0,6% der Schaden der Fall ist
(Loft und Poulsen, 1996), so muss zumindest daksogt werden, dass die bei der
Replikation dieses schadhaften DNA-Doppelstrangetstehenden Tochterstrdnge keine
Fehler aufweisen. Deshalb |6st MutY das eigentliobeschadigte, aber mit 8-0xoG
fehlgepaarte Adenin aus dem DNA-Tochterstrang, tldimi DNA-Polymerase dieses durch
Cytosin ersetzen kann (Tsai-Wu et al., 1992). Vduégrund der Struktur von 8-oxoG wieder
Adenin eingesetzt, so wird erneut durch MutY dies@eexzisionsreparatur initiiert. Die
Bedeutung dieser beiden Glykosylasen wird durchEstivicklung eines Mutatorphanotyps
mit G:C—T:A Transversionen schon beim Ausfall von MutM (@ah et al., 1988) oder
MutY (Nghiem et al., 1988) i&.coli deutlich. Die humanen Homologe von MutT, MutM und
MutY, welche weitgehend die gleichen Aufgaben wie Hakteriellen Enzyme erflllen,
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werden als MTH1 (Sakumi et al.,, 1993), OGG1 (Roldajona et al., 1997) und MYH
(Slupska et al., 1996) bezeichnet.

Entscheidend fir die korrekte Reparatur ist, dasislgépaartes Adenin nur aus neu
replizierten Tochterstrangen entfernt wird. BeifEmtung von Adenin aus einem A:8-oxoG
Basenpaar, das durch Einfligen eines 8-oxoG-haltiédeotids gegentber von regularem
Adenin eines DNA-Mutterstranges entstanden ist, d@UuMYH eventuell A:FC:G
Mutationen verursachen. Das menschliche MutY-HomdMYH) scheint im Rahmen der
sogenanntemeplication-coupled-repair (Boldogh et al., 2001) spezifisch flir Tochterst&ng
zu sein (Hazra et al., 1998). Die Tatsache, di&¥s die LP-BER bevorzugt (Hashimoto et
al., 2004) und dabei mit an der Replikation begtgin Faktoren wie PCNA interagiert (Parker
et al., 2001), konnte diese Spezifitat erklaren.
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Abbildung 4: Funktionsweise des GO-Systems bei d&NA-Reparatur

A: Reparaturvorgange bei Schadigung genomischeerBd3urch oxidativen Stress entsteht 8-oxoG (blBe).
einer nachfolgenden DNA-Replikation kommt es zuhlpaarung mit Adenin (rot). MutY entfernt das
fehlgepaarte Adenin (linke Spalte) und verhindentnd die Entstehung einer G:€T:A Transversion. MutM
kann die geschadigte Base (GO) selbst entfernehté&palte) bevor es in einer nachfolgenden Repdik zur
Fehlpaarung kommt.

B: Vorgange beim Einbau defekter Nukleotide im Zulge Replikation. MutT entfernt das defekte Nukiéot
(GOTP) aus dem Pool der Zelle, sodass nicht 8-qxaG; blau) sondern regular Thymin gegeniiber vonnitde
eingebaut wird (rechte Spalte). Kommt es trotzdémmal zum Einbau von 8-oxo-G (linke Spalte) gegeariib
von Adenin darf das template Adenin (grin) nichtctiuMutY entfernt werden, da sonst ASIC:G Mutationen
entstehen. Die menschlichen Homologe MYH, OGG1 MitH (orange) Ubernehmen die gleichen Aufgaben
wie die entsprechenden bakteriellen Enzyme MutY{NMund MutT.



3 Einleitung 22

3.2.4 Oxidativer Stress bei chronisch entziindlicheBarmerkrankungen

3.2.4.1 Einteilung und Epidemiologie

Im Allgemeinen werden die Colitis ulcerosa mit eifrzidenz von 10,4/100000 (Shivananda
et al.,, 1996) und der Morbus Crohn mit einer Inm@&on 5,6/100000 (Shivananda et al.,
1996) aufgrund ihrer klinischen Gemeinsamkeiteneurdem Oberbegriff der chronisch
entzuindlichen Darmerkrankung (CED) zusammengefBsstbeiden Krankheiten findet sich
ein dichtes entzundliches Infiltrat in der Schleaut) welches vorwiegend aus neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten bestbtiKenzie et al., 1996). Bei der
Colitis ulcerosa ist die Entziindung auf die Mukbsachrankt und betrifft kontinuierlich vom
Rektum beginnend das Kolon. Dagegen handelt est@oh Morbus Crohn um eine alle
Wandschichten betreffende Entzindung, die den desamGastrointestinaltrakt

diskontinuierlich befallen kann.

3.2.4.2 Maligne Tumore bei chronisch entziindlidbarmerkrankung

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen gelterRadgkofaktor fur die Entstehung eines
kolorektalen Karzinoms. Wahrend bei der Colitis esbsa abhéngig von der
Erkrankungsdauer ein bis zu 20-fach erhdhtes Risgk@nnt ist (Askling et al., 2001), gibt es
beim Morbus Crohn widersprichliche Ergebnisse (Mhk et al.,, 1993; Persson et al.,
1994; Bernstein et al., 2001). Aufgrund grof3er Metdysen geht man heute von einem
ungefahr verdoppelten Kolonkarzinomrisiko und einétid-fach erhohten Risiko fur
Karzinome des Dinndarms aus (Jess et al., 2005).

Da vor allem Patienten mit einer ausgedehntenidBor und lange bestehenden Entziindung
betroffen sind (Gillen et al. 1994), wird vermutedass unter anderem die
Entzindungskaskade selbst fir die Karzinomentsgghmitverantwortlich ist (ltzkowitz
2002).

Adenome kommen als gutartige Vorstufen maligner diarbei eher jingeren Patienten mit
CED nur sporadisch vor (Dixon et al., 2006). Dig @ED assoziierten Karzinome entstehen
meist aus nichtpolypdsen, teilweise multifokaleysplastischen Vorlauferlasionen Uber eine
sogenannte Inflammation-Dysplasie-Karzinom-Sequézkowitz und Yio, 2004). Dabei ist
es erstaunlich, dass mAPC, K-ras, p53 oder DCC zwar die gleichen Gene wie bei
sporadischen Kolonkarzinomen, jedoch mit andereufigieitsverteilung mutiert sind.
Anders als bei den sporadischen Féllen wer@gé&Mutationen bei CED-assoziierten
Karzinomen relativ frih undPC-Mutationen erst spat im Verlauf der Sequenz beuiefc
Entsprechend lassen sich in niedrig- bis hochgraygplastischem Gewebe kaufirC-

Mutationen nachweisen, wahrend bei Kolitis-assozmim kolorektalem Karzinom immerhin
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in bis zu 14% der Falle Mutationen iAPC-Gen auftreten (Redston et al., 1995; Aust et al.,
2002). Dagegen sinpb3 Mutationen in bis zu 80% der Karzinome, in 30% Dgsplasien
und bei 6% der Falle in entztindeter, nichtdyspaker Schleimhaut nachweisbar (Burmer et
al., 1992).

Neueren Theorien zufolge durfte der die chronigehiziindung begleitende oxidative Stress

besonders zur neoplastischen Transformation beitrggussain et al., 2002). Uber bei der
Entzindung freigesetzte Faktoren wie dBFkommt es in den betroffenen Kolonzellen zu
einer vermehrten Bildung von induzierbaren NO-Sgtdken (iINOS) (Singer et al., 1996).
Neben den von Entzindungszellen freigesetzten Staffeadikalen reagiert auch das dann
im entziindeten Gewebe vermehrt entstehende NO Rex@xynitrit mit der DNA (2.2.1.).
Die daraus resultierenden Basenlasionen, insbesm@dexodG, sind so auch bei Patienten
mit CED héaufiger zu beobachten (D’Inca et al., 2004



3 Einleitung 24
3.3 Die DNA-Glykosylase MYH

3.3.1 DasMYH-Gen und seine Genprodukte

Das humaneMYH-Gen ist 7,1 kb lang und liegt auf dem kurzen Aron\Chromosom 1
zwischen p32.1 und p34.3. Dabei sind 41% der Baden MYH-Gens identisch mit
denjenigen voMutY, dem entsprechenden Gen Beaioli (Slupska et al., 1996).

Ursprunglich konnten 16 Exons identifiziert werdeie zwischen 35 und 132 bp grof3 sind
und von 15 Introns unterbrochen werden (Abb. 5esBibesitzen eine Lange von 75 bis
anndhernd 1900 Basen (Slupska et al., 1996). lchers konnten vier verschiedene Formen
von Exon 3 (SpleiBvarianten) sowie drei grundsétzliunterschiedliche erste Exons

nachgewiesen werden (Ohtsubo et al., 2000).

1:182
Exons: bp 2:152
3:149

72 43 72 114 98 145 64 189

Introns: bp 3; 812

Abbildung 5: Genstruktur von MYH und bp-L&nge von Exons und Introns

Es existieren vier vorbeschriebene SpleiRvariantem Exon 3. Daher sind je nach SpleiRvariante (lid)
verschiedene Langen fur Exon 3 und Intron 2 angemgehbs sind drei verschiedene Transkriptionsstakigu
und somit erste Exonsd.18, y) beschrieben.

Das MYH-Gen scheint fur eine Vielzahl verschiedener Formden MYH-Glykosylase zu
kodieren. Grund fur die Entstehung mehrerer Gengktadaus denMYH-Gen ist die Bildung
von drei verschiedenen Transkriptesm, ¢ und y) mit unterschiedlichem Transkriptions-
startpunkt. Durch alternatives Spleil3en entsteh@mdestens zehn mRNAs, wobei deren
Translation wiederum an mehreren Startkodons begikann (Ohtsubo et al., 2000).
Wahrend das MYH-Protein zunéchst nur in Mitochomrnachgewiesen werden konnte
(Takao et al., 1998), gelang es kurz darauf auch Bukledre Form zu identifizieren. Diese
wurde als Typ2-Protein bezeichnet und unterschesadt von der mitochondrialen Typl-
Form durch das Fehlen von 14 N-terminalen Aminasé&urDiese Sequenz soll als
mitochondrial targeting signal flir den Transport des Proteins in die Mitochondrie
verantwortlich sein (Takao et al., 1999). Allerdsngonnte das Typl-Protein mittlerweile
auch im Zellkern nachgewiesen werden (Tsai-Wu.e2800). Diea-Transkripte sollen dem
Typl-Protein, diep-Transkripte dem Typ2-Protein entsprechen (Ohtseboal., 2000).
Weitgehend unklar bleibt, welche Unterschiede ziesc den verschiedenen Proteinen

bestehen, die den alternativ gespleil3ten Trangkriphtsprechen.
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3.3.2 Substrate der Glykosylase MYH
Neben der Fahigkeit, Adenin aus A:8-oxoG-Paarerrternen (Takao et al., 1999), kann

die menschliche MYH-Glykosylase auch in geringefdaf3e Adenin aus A:G Paaren losen
(Slupska et al., 1999). Zusatzlich scheint auchddiech oxidative Veranderung von Adenin
entstehende Base 2-Hydroxyadenin (2-OH-A) in Feripag mit Cytosin Substrat von MYH
zu sein (Ohtsubo et al., 2000). Neueren Beobacktuzgfolge ist anzunehmen, dass es sich
bei MYH wie auch bei MutY um eine monofunktionelBdykosylase mit, wenn tberhaupt,
minimaler AP-Lyase Aktivitat handelt (Slupska et, d999; Shinmura et al., 2000). MYH
scheint vorrangig die LP-BER zu initiieren (siehela 3.2.2 und 3.2.3).

3.3.3 Funktionelle Domanen und Biochemie

Schwierigkeiten bei der Expression und Isolatiom WbYH sind daftir verantwortlich, dass
kaum verlassliche Daten Uber dessen Reparaturbmktdrliegen. Vielmehr wird das gut
untersuchte E.coli MutY-Protein wegen seiner Homologie als verlasgdg Modell
herangezogen. Die N-terminale Doméane enthalt dial\kasche Region (Manuel und Lloyd,
1999) und teilt charakteristische Motive widix-hairpin-helix (HhH), pseudo-HhH oder ein
Eisen-Schwefel-Zentrum mit anderen BER-Glykosylg€aman et al., 1998). Die C-terminale
Doméne ist dagegen kein typisches Strukturmerknesl BER-Glykosylasen, weist aber
groRRe Ubereinstimmungen mit MutT auf. Dies spriginteine wichtige Rolle dieser Domane
bei der Substraterkennung, speziell von 8-oxoG:AadBaaaren (Noll et al., 1999; Chmiel et
al. 2001). Nach Erkennen eines fehlgepaarten Ademitd dieses Uber Rotation und
Kompression der umgebenden Phosphodiesterbindurdyech spezielle Motive der
Glykosylase in eine extrahelikale Position gebradhe Bindung des Adenins in einer
speziellen Tasche auf der Oberflache von MutY efidig dann die Entfernung des

fehlgepaarten Adenins durch Hydrolyse der N-gly#tisshen Bindung (Guan et al., 1998).

3.3.4 Kolonpolypen bei Keimbahnmutationen iV YH

Fur die meisten DNA-Reparaturmechanismen ist lseseitt einigen Jahren bekannt, dass ihre
Inaktivierung zur Entstehung jeweils spezifischeaalighome pradisponiert. Der BER konnte
dagegen lange Zeit kein Tumorsyndrom zugeordnetieverAls Grund hierfir wurden die
Uberlappenden Substratspezifitaten der beteili@gkosylasen vermutet, sodass der Ausfall
der einen durch eine andere kompensiert werden (kdamra et al., 2003).

Im Jahr 2002 konnte jedoch zufallig bei drei Gesshevn mit multiplen kolorektalen
Adenomen und Karzinomen im Tumorgewebe eine HauftorgG:C-T:A Mutationen im
APC-Gen festgestellt werden. Weder eine Mikrosateliitstabilitat als Hinweis auf ein



3 Einleitung 26

HNPCC noch Keimbahnmutationen imMPC-Gen konnten identifiziert werden. Das
ungewobhnliche Muster der somatischeXPC-Mutationen wies allerdings auf einen
potentiellen Defekt im System zur Korrektur oxidati Schaden hin. Es wurden daher die
kodierenden Bereiche vadGG1, MTH1 undMYH untersucht.

Tatsachlich waren alle drei betroffenen Geschwistenpound heterozygot fir zwMYH-
Keimbahnmutationen, pY165C (c494 A>G) und pG382D145G>A) (Al-Tassan et al.,
2002). Wahrend das eine Allel durch eine der beiflertationen inaktiviert wird, ist das
zweite von der anderen Mutation betroffen. Diesendtellation fihrt zu einer deutlich
verringerten Aktivitat der Glykosylase mit einem Zgss von G:GT:A Mutationen in
wichtigen Tumorsuppressorgenen, der die Entstehworg kolorektalen Adenomen und
Karzinomen begnstigt.

Vier weitere Geschwister der Erkrankten (Abb. 6@s@n entweder keindYH-Mutation auf
oder waren lediglich fir eine der beiden Varianbeterozygot. Diese vier Geschwister, die
Eltern und samtliche Kinder der drei Patienten mitltiplen Adenomen zeigten keine
Darmveradnderungen. Dieses Muster (Abb. 6) lie3 reimgtosomal-rezessiven Erbgang flr

diese Form der Polyposis vermuten (Al-Tassan £2@02).

O
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Abbildung 6: Stammbaum der Familie N.(nach Al-Tassan et al., 2002)
Drei der sieben Geschwister (dunkelgraue Symbolesen biallelische
MYH-Inaktivierungen auf und zeigten multiple AdenomRechtecke
symbolisieren Manner, Frauen sind als Kreise déeties

In einer nachfolgenden Studie wurde bei sechs voR&ienten mit multiplen kolorektalen
Adenomen, mit oder ohne daraus entstandenem Kanzirebenfalls eine biallelische
Inaktivierung vonMYH durch teilweise unbekannte Keimbahnmutationenhreswen (Jones
et al., 2002). Die Tatsachen, dass 98% der sorhatisMutationen imAPC-Gen der
Adenome wiederum G:GT:A Mutationen waren, und dass weder die potenziell
heterozygoten Kinder oder Eltern erkrankt warehytil zu der Annahme, dass das von Al-
Tassan beschriebene Krankheitsbild kein Einzeledir. Vielmehr schien diese MYH-
assoziierte-Polyposis (MAP; Sieber et al., 2003)Icive bei Ausfall beideMYH-Kopien in
der Keimbahn entsteht, einen noch nicht genauereabkbaren Teil deAPC-negativen
familiaren Polyposis mit eher milder Klinik zu egkén.
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Veranderungen i©GG1 oderMTH1 konnten bisher nicht bei Patienten mit entspredben
Klinik identifiziert werden (Al-Tassan et al., 200nes et al., 2002; Sieber et al., 2003).

3.3.5MYH-Genvarianten

Seit der Entdeckung zweier MutationenliiyH-Gen durch Al-Tassan im Jahre 2002 wurden

weitere Keimbahnvarianten (siehe Tab. 30-32) inscl@edensten Bereichen des Gens
beschrieben. Die genaue Bedeutung dieser Variafilendie Glykosylaseaktivitat des
entsprechenden Proteins ist jedoch meist unklar.Haithogenitat kann oft nur indirekt durch
Analyse des resultierenden Phanotyps, der LageMilgation in funktionell wichtigen
Regionen oder der Konserviertheit der ausgetauscAi®inosdure abgeschatzt werden.
Neben Missense-Mutationen mit Austausch einer As@nce oder der Insertion einer
Aminosaure wurden auch Mutationen gefunden, welohesinem Stopkodon und daraus
resultierender Bildung eines verklrzten Proteinkrdil. Schwieriger zu beurteilen sind
dagegen seltener beschriebene Varianten im Intrerde die mdglicherweise das Spleil3en
der mRNA beeinflussen konnen. Die beiden von Als&asbeschriebenen Formen Y165C
und G382D scheinen in der kaukasischen Rasse ntgnvé\bstand am haufigsten zu sein
und 53% beziehungsweise 32% der Mutationen aushwena€headle und Sampson, 2003).
Beide fihren zur Reduktion der Glykosylaseaktivaét unter 10% und sind somit sicher als
pathogen einzustufen (Al-Tassan et al., 2002; Chetial., 2003). In bestimmten Regionen
der Erde kann neben diesen beiden Hotspotmutatiggweeils eine weitere, sonst kaum
vorhandene, Mutation mit hoher Frequenz beobaeteeten. Dagegen scheinen die bei uns
dominierenden Mutationen Y165C und G382D in anddRaissen keine Rolle zu spielen
(Kim et al., 2004; Miyaki et al., 2005; Kim et a2007).

Von den relativ seltenen Mutationen mit nachgewies@der wahrscheinlicher Pathogenitat
misserMYH-Varianten mit unklarer Pathogenitat unterschiedenden. Diese weisen meist
eine grol3ere Allelhaufigkeit auf und sind oft besgnden Individuen &hnlich h&aufig wie bei
Polyposispatienten (Sieber et al., 2003; Fleischmmetnal., 2004; Isidro et al., 2004). Die
Mehrzahl davon liegt in Genabschnitten deren gefageutung noch nicht bekannt ist oder
in Introns. Bislang ist aufgrund weitgehend fehkendUntersuchungen unklar, ob
beziehungsweise wie stark einzelne dieser Varianden Aktivitat der Glykosylase
beeintrachtigen konnen (Alhopuro et al., 2005).
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3.3.6 Phanotyp bei biallelischeM YH-Inaktivierung

Die bei der MYH-assoziierten-Polyposis (MAP) entgieden Adenome scheinen ohne
deutliche Bevorzugung einer bestimmten LokalisaiahKolon und Rektum verteilt zu sein
und sich auch in ihrer Histologie nicht von sposatien oder im Rahmen anderer
Polyposissyndrome entstehender Adenome zu untédschellein die Anzahl der Adenome
kann nach gegenwartiger Vorstellung einen Hinwai$ MYH-Keimbahnmutationen als
Ursache der Polyposis geben (Sieber et al., 20&2). werden biallelischeMYH-
Inaktivierungen zumeist bei einem Phanotyp gefundenmit der AFAP (10-100 Adenome)
oder milden FAP (bis 1000 Adenome) vergleichbaf\i&nesio et al., 2004; Gismondi et al.,
2004; Aceto et al., 2005; Nielsen et al.,, 2008habhangig vom Ausmald der Polyposis
weisen alle Patienten mit MAP ein erhohtes Risilio die Entwicklung eines kolorektalen
Karzinoms auf (Sieber et al., 2003).

Allgemein kann eine grof3e Variabilitat des Phanstippi biallelischeMYH-Inaktivierung
beobachtet werden (Baglioni et al., 2004). Einerekl&enotyp-Phanotyp-Korrelation ist
bisher nicht sicher nachgewiesen (Raoof et al.72(0o wurden auch gelegentlich bei jungen
Patienten mit kolorektalem Karzinom und nur wenidgpegleitenden Adenomen biallelische
MYH-Keimbahnmutationen identifiziert (Wang et al., 2pCroitoru et al., 2004). Bei den
meisten Patienten kann jedoch das Bild der MYH-assten Polyposis mit 10-1000
Adenomen in Kolon und Rektum diagnostiziert werdenter gesunden Kontrollpersonen
konnte bis heute noch kein Trager von homozygotdgr compound heterozygotéhYH-
Mutationen gefunden werden, was fiur eine hohe Pametdes autosomal-rezessiven
Erbgangs spricht.

Die fur die FAP typischen extrakolonischen Manifisinen wie CHRPE cpngenital
hypertrophy of the retinal pigmented epithelium), Osteome und Dermoidzysten kénnen auch
bei der MAP, in der Regel aber deutlich seltener @i der klassischen FAP, auftreten
(Sieber et al., 2003; Sampson et al.,, 2003; Gisinatdal., 2004; Gammon 2007).
Neubildungen des oberen Gastrointestinaltraktes sdenaladenome oder harmlose
Magenfundusdrisen-Polypen wurden sogar bei bis imame Drittel der MAP-Patienten
identifiziert (Nielsen et al., 2005).
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3.3.7 Karzinogenese bei biallelischdvl YH-Inaktivierung

Die Entstehung kolorektaler Adenome bei der MAPstveach heutiger Vorstellung deutliche
Uberschneidungen mit der Abfolge genetischer Alienan bei der Entstehung sporadischer
Adenome und Karzinome auf. So fuhren die biallbkst MYH-Inaktivierungen Utber
oxidative DNA-Schaden bevorzugt zu einem Anstiegn ®&:C—T:A-Transversionen im
APC-Gen und imK-ras2-Gen, die beide eine wichtige Rolle im Prozess ldgdorektalen
Karzinogenese spielen. Eine Mikrosatelliteninstadiilwird dagegen nicht beobachtet (Lipton
et al., 2003). Im Tiermodell ist bei Mausen mit llelisch inaktiviertemMYH-Gen eine
zusatzliche heterozygoteAPC-Keimbahnmutation nétig, um multiple Adenome im
Dunndarm, jedoch nicht im Kolon der Tiere zu praeozn. Dagegen werden beim Menschen
beide APC-Kopien in Folge der MYH-Defizienz ausgeschalteelf@r et al., 2004). Ursache
hierfir soll der im Vergleich zu Labormausen hohexielative Stress im menschlichen Darm
sein.

Die Lokalisation der G:&T:A-Mutationen imAPC-Gen ist dabei nicht zuféllig. Vielmehr
entstehen die Transversionen signifikant haufiger Kontext zweier Adeninbasen
unmittelbar 3~ des oxidativ geschadigten GuaninsT@ssan et al., 2002; Jones et al., 2002).
Eine mdogliche Erklarung fiur dieses Phanomen konmie dreifach geringere
Glykosylaseaktivitat des MYH-Wildtyps fir GAA-Sequeen im Vergleich zu anderen
Sequenzen darstellen (Chmiel et al., 2003).

Die Mutationen imK-ras2-Gen sind scheinbar ausschliel3lich G&GTGT Mutationen in
Kodon 12 (Halford et al., 2003; Lipton et al., 200Blan muss also davon ausgehen, dass
mehrere Faktoren, wie die umgebende Sequenz odkrlasher unentdeckte Mechanismen,
die Haufigkeit einer Mutation an einer bestimmtetell® eines Genes bei MYH-Ausfall
mitbestimmen. Im Vergleich zu Genen, welche an Hetstehung von Karzinomen der
Mamma, Lunge, Nieren oder anderen Organen beteiigt, weist daAPC-Gen mit 216
GAA-Basenfolgen deutlich mehr dieser Basen-Sequeané. Dies kbnnte erklaren, warum
im Gegensatz zum HNPCC bisher ausschlie3lich Danoite sichere Folge biallelischer
MYH-Keimbahnutationen sind (Cheadle und Sampson, ZB&3\etson et al., 2007; Beiner et
al., 2008). Ein weiterer Faktor konnte die im Veigh zu anderen Organen grol3e Anzahl
oxidativer Schaden im Darm darstellen (Babbs, 1990)

Konsekutive Mutationen inp53-Gen sind wohl auch bei MYH-assoziierten Karzinonfign
die maligne Entartung der durcAPC oder K-ras2-Mutationen entstandenen Adenome
mitverantwortlich. Ein gehauftes Auftreten von G3T:A Transversionen irp53 konnte

bisher nicht beobachtet werden (Lipton et al., 2003
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3.3.8 MonoallelischeM YH-Keimbahnmutationen und ihre Folgen

Die Ergebnisse mehrerer Studien lassen ein erh®udkskarzinomrisiko fir Personen mit
einer einzigen heterozygotdmYH-Keimbahnmutation vermuten ohne statistisch sigaifte
Ergebnisse zu liefern (Sieber et al., 2003; Wangalet 2004; Croitoru et al., 2004;
Fleischmann et al., 2004; Olschwang et al., 20@i7¢iner Metaanalyse konnte allerdings ein
signifikant erhdohtes Karzinomrisiko (1,4-fach; p88%) fur Trager monoallelischevYH-
Mutationen errechnet werden (Jenkins et al., 20D&).Mehrzahl dieser Karzinome wurde in
einem Alter von Uber 60 Jahren und somit nichtdridls sporadisch auftretende Karzinome
diagnostiziert (Kambara et al., 2004). Der genawdckulare Mechanismus der Entstehung
dieser Neoplasien ist jedoch unklar. Als méglichesddhe wird der Verlust deslYH-
Wildtypallels im Tumorgewebe im Sinne eines 1pLOldsg of heteozygosity) diskutiert
(Sieberet al., 2003; Kambara et al., 2004). Auch mussMiiglichkeit, dass monoallelische
MYH-Keimbahnmutationen folgenlos neben der eigenttichdrsache der Karzinome
bestehen konnten, bedacht werden (Halford et@D3R2

Neben dem unklaren Karzinomrisiko wird auch einbaths Polyposisrisiko fur Trager einer
einzigen heterozygotel YH-Keimbahnmutation diskutiert (Wang et al., 2004 efcet al.,
2005).
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3.4 Vom Gen zum Protein

Bei der Transkription wird durch eine DNA-abhangiNA-Polymerase innerhalb des
Zellkerns eine einzelstrangige RNA-Kopie eines Geagestellt. Fur die Regulation dieses
Vorganges und das Auffinden des Startpunktes damskription, die bei manchen Genen an
verschiedenen Stellen beginnen kann, sind bestirBagenabfolgen, sogenannte Promotoren
(z.B. TATA-Box, BRE-Element und CAAT-Box) in der UWmebung der Startpunkte
notwendig. Erst durch komplexe posttranskriptiondfedifikation der urspriinglichen
Transkripte werden diese funktionstiichtig und kénma Cytosol in eine Abfolge von
Aminosauren umgesetzt, also translatiert, werdane Eehlregulation dieser komplexen
Vorgange kann durch Bildung nicht funktionsfahig@roteine die Entstehung von

Krankheiten, mdglicherweise auch der MAP, bedingen.

3.4.1 Pra-mRNA-Spleil3en
Im Jahre 1977 wurde entdeckt, dass die Gene eukar@vganismen diskontinuierlich auf
der DNA angeordnet sind (Berget et al.,, 1977). Pioteine kodierende Bereiche, die

sogenannten Exons, werden von meist vielfach l&mgarcht-kodierenden Sequenzen, den
Introns, unterbrochen. Dabei sind die Exons duralz&k Sequenzen an den Exon-Intron-
Grenzen, den 3'- und 5’- Spleil3stellen, definiBei der posttranslationalen Modifikation der
primaren Transkripte missen die den Introns entbpralen Bereiche aus der Pra&-mRNA
entfernt werden, ohne dass dabei kodierende BereieHoren gehen. Dieser Vorgang wird
als SpleiRen bezeichnet und von einem Komplex ausf fkleinen nukledren
Ribonukleoproteinen sGRNPs; U1, U2, U4, U5, U6) und Uber 100 Proteinen, dem
SpleiBosom, durchgefihrt (Burge, 1999).

Die Exongrenzen sind durch die klassischen intotr@a 3'- und 5’-Splei3stellen mit
typischer Basenabfolge gekennzeichnet (Abb. 7). Di8pleil3stelle ist in 95-99% der Falle
durch ein GT-Dinukleotid gekennzeichnet, wahrenel 8iSpleil3stelle fast immer ein AG
aufweist (Burset et al., 2000). Diese beiden wemigablen Dinukleotide werden jeweils von
Basenabfolgen umrahmt, die nicht immer in absollgniischer Form vorliegen. An
vermeintlichen Schlisselpositionen sind allerdingsist die gleichen Basen zu finden
(Zhang, 1998). Der 3’-Spleil3stelle geht zumeisteepyrimidinreiche Region unmittelbar
voraus. Weitere 15-30 Basenpaare davor liegt diemem &hnlich aufgebaute
Verzweigungsstellebtanch point), die durch ein Adenin an fester Position gekerutreet ist
(Zhang, 1998).
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Abbildung 7: Wichtige Spleil3signale im Intron

Rot dargestellt ist die 5’-Splei3stelle, gelb hitggt ist derbranch point. Der griin markierten 3’-Splei3stelle
geht ein Polypyrimidintrakt (blau) unmittelbar vaga Die Mindestabstande zwischen 3’- und 5'-Spteifts
und dem A desbranch points sind durch Doppelpfeile markiert.

A=Adenin; G=Guanin; T=Thymin; R=Purin; Y=PyrimidiW,= Adenin, Guanin, Cytosin

Da den tatséachlichen Spleil3stellen sehr ahnlichgu&een relativ haufig im Genom
vorkommen (Sun und Chasin, 2000), kann die Erkegnamer splei3stellentypischen
Sequenz nur einen Teil der Information ausmachen,ddnn endgultig zum Spleil3en an
dieser Stelle fuhrt (Lim und Burge, 2001). Zus&tzlzu den klassischen Spleil3stellen sollen
daher bestimmte Basenabfolgen, die sogenanntésregulatory elements, als
Erkennungssequenz fir verschiedene Proteine digherdann algrans-acting factors mit
dem Spleilosom interagieren und ein SpleiRen asedi8telle férdern oder verhindern
(Manitas und Tasic, 2002; Black, 2003). Fordernteiente werden je nach ihrer Lage als
exonische oder intronische Splei3-Enhancer bezeicfiESE:exonic splice enhancer; ISE:
intronic splice enhancer), wahrend man hemmende Elemente als exonischeirdenische
Splei3-Silencer (ESSexonic splice silencer; ISS: intronic splice silencer) bezeichnet. Die
intronischen Enhancer und Silencer kdnnen sowoélihatb als auch unterhalb des durch sie
regulierten Exons liegen. Des Weiteren konnen swobl in unmittelbarer Nahe zum
betreffenden Exon liegen, aber auch tGber 1000 Basd¢fiernt davon (Ladd und Cooper,
2002). Obwohl die Bedeutung dieser Elemente hdigemaein akzeptiert ist, konnten bisher
erst fir wenige Gene solche Elemente eindeutigtiiii@art werden. Der Mechanismus, mit
dem sie das Spleil3en regulieren, ist im Detail amiekannt ist, dass die Untereinheiten des
SpleiRosoms durch multiple RNA-RNA-, RNA-ProteimduProtein-Protein-Interaktionen die
Exon-Intron-Grenzen identifizieren und die beideamz Entfernen eines Introns und
Verbinden der Exons notwendigen Transesterifik&iokatalysieren (Patel et al., 2003).
Dazu ist es notwendig, dass die verschiedenen &lnteziten des Spleil3osoms die 5’- und 3'-

Splei3stellen sowie die Verzweigungsstelle erkenm&hdaran binden.
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3.4.2 Alternatives Spleien

Unter alternativem Spleil3en versteht man die Veduag alternativer 3’- beziehungsweise
5'-Splei3stellen, wodurch aus einer urspringlicheAra&-mRNA eine Vielzahl
unterschiedlicher mMRNAs und somit auch Proteinstehen. Heute geht man davon aus, dass
fast 60% der menschlichen Gene alternativ gespiedttlen (Modrek et al., 2002). Dabei
konnen sonst eingespleil3te Exons ubersprungen, seirst nicht verwendetes Exon
eingespleil3t, Exons an ihrem 3’- oder 5’-Ende vegéit oder verkirzt, oder ganze Introns in
der mRNA belassen werden (Cartegni et al., 2002¢1812003).

Welche Spleil3stellen gewdahlt werden, hangt davon veile stark die konkurrierenden
Splei3stellen im jeweiligen zellularen Kontext veinem Enhancer oder Silencer beeinflusst
werden (Smith und Valcarcel, 2000; Charlet et 2002). So kdnnen durch Einwirken von
Wachstumsfaktoren, Hormonen oder elektrischen Isgmyl aber auch im Rahmen der
Reaktion einer Zelle auf bestimmte Stressfaktoadternative Spleil3muster gewahlt werden
(Stamm, 2002; Faustino und Cooper, 2003).

3.4.3 FehlspleiRen und die Folgen

Man geht heute davon aus, dass 15% aller krankissigiierten Punktmutationen in
Spleidefekten resultieren (Krawczak et al., 199R)e Mehrzahl davon betrifft die
klassischen 3’- oder 5’-Spleif3stellen, sodass dibse Funktion verlieren und ein Exon
Ubersprungen, ein Intron eingespleil3t, oder einee ngelegene Spleil3stelle genutzt wird.
Seltener entsteht durch Mutation eine neue SphkBstbeziehungsweise es wird durch
Zerstorung eines Silencers oder Formation einesgdrs eine Pseudo-Spleil3stelle genutzt
(Cartegni et al., 2002Faustino und Cooper, 2003). Oftmals werden die seniablen
Enhancer und Silencer tUberhaupt erst dadurch fdmeti, dass eine Mutation in einem
bestimmten Genbereich zu Splei3fehlern fuhrt. Mergsteht durch solche Splei3fehler ein
vorzeitiges Stopkodon, welches bei der nachfolgendeanslation zum Abbruch der
Aminosaurenkette und folglich zu einem funktionslo®rotein fihrt. Andererseits kann auch

eine Schadigung der SpleiBmaschinerie selbst Zinderten mMRNAs fuhren.
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4 Fragestellung und Zielsetzung

Die DNA-Glykosylase MYH kann G:&T:A-Transversionen verhindern, indem sie im
Rahmen derase-excision-repair (BER) Adenin aus einer Fehlpaarung mit der oxidati
geschadigten Base 8-0xo0-7,8-Dihydroguanin (8-ox@&@lfernt. Seit wenigen Jahren ist
bekannt, dass die Inaktivierung beider Allele 88H-Gens durch Keimahnmutationen die
Entstehung multipler kolorektaler Adenome und Kaomne verursachen kann.

Bisher liegen kaum Daten vor, wie haufig Tragehpgener mono- oder biallelischiefYH-
Keimbahnvarianten in einem gemischten gastroemgisthen Patientenkollektiv sind und
mit welchem Phanotyp sie sich prasentieren. Uniklaauch die Pathogenitat und klinische
Bedeutung von in Introns lokalisierten genetiscMamianten. Die MYH-Pra-mRNA kann
zudem alternativ gesplei3t werden. Das SpektrumSgeeiRvarianten ist bisher ebenfalls
noch nicht ausreichend charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Haufigkeitr deidenMYH-Hotspotmutationen Y165C
und G382D prospektiv in einem gemischten gastroelaigischen Patientenkollektiv nach
Durchfiihrung einer Koloskopie bestimmt und der ké&twpische Befund mit dervYH-
Mutationsstatus abgeglichen werden.

Zur Klarung maglicher additiver genetischer Ursaclier MAP sollte das Spektrum der
unterschiedlichen MYH-Pra-mRNA-Splei3varianten nmaheharakterisiert werden. Des
Weiteren sollte evaluiert werden, ob introniséhéH-Genvarianten das komplexe MYH-Pra-
MRNA-Spleien derart beeinflussen konnen, dass (daen Funktionsverlust der

resultierenden MYH-Glykosylase mdglicherweise éd®P verursacht werden kann.
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5.1 Gerate

5.1.1 Allgemeine Laborgerate
Autoklav HA-300M3CF

Bakterienbrutschrank WTB

Bakterienschuttler TR 225

Feinwaage A 30

Mikrowellenherd SS 611

PCR-Cycler GeneAmp PCR System 9600
GeneAmp PCR System 9700

PH-Meter Toledo MP 220

Pipetten Pipetman 10 20ul, 20Qul, 1ml

Pipettierhilfe Pipetus Akku

Sterilbank Heraeus HS12

Tischzentrifugen Micro Centrifuge SD 220 VAC

Spectrafuge Mini C1301

Thermoblock Thermomixer Compact 5350

Vortex Reax Top
Wasserbad 1092
Zentrifugen Rotanda 46R

5417C

5417R

5702

5.1.2 Elektrophoresegerate und Zubehor

Kamme und Formen Horizon 11.4

Kammer Horizon 11.4
Photoapparatur MP4 Modell 44-16
Transformator Power Supply E 835

Transilluminator UVv-T1

5.1.3 Kiihlgerate
-80°C Schrank

Napcoil UF 600

-20°C Raum Kihlaggregat
+4°C Raum Kihlaggregat
Eismaschine UB 5035

5.1.4 Analytische Gerate

Sequenzierautomat
Hardware

Software
Photometer

Precision 340
DNA Squencing Analysis 3.7
UV-DU 800

Wolf, Geislingen
Bindler, Tuttlingen
Infors, Bottmingen
Mettler, Giel3en
Bosch, Minchen

Perkin ElWverterstadt
Perkin Elmer, Weitdtsta

Mettler, Giel3en

Gilson, Villiers-le-Bel

Hirschmann, Ebedsta
Kendro, Hanau
Roiarisruhe
Labnet, Woodbridge
EppendoainHurg
Heidolph, Kelheim
GFL, Burgwedel
Hettich, Tuttlingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein

Polaroid, Candwid

Consort, Tuatho
Biometra, Gottingen

Jouan, St. Herbluin

Sud Electric, Horneburg
Sud Electric, Horneburg

Ziegra, Isernhagen

Abi Prism 3100 Genetic Analyzeppligd Biosystems, Foster City

Dell, Round Rock

Applied Biagyss, Foster City
Beckmann-Coulter, Fullerto
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5.2 Chemikalien

5.2.1 Allgemeine Chemikalien

Agarose Broad Range Roth, Karlsruhe
Ammoniumsulfat Sigma, Deisenhofen
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Dodecylsulfat, Natriumsalz (SDS) ICN Biomedicdtschwege
EDTA Roth, Karlsruhe
Essigsaure Roth, Karlsruhe

Ethanol (absolut) Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Formamid Sigma, Deisenhofen
Glycerin AppliChem, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
LB-Agar Gibco BRL, Karlsruhe
Luria Broth Base (LB) Gibco BRL, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
M-MLV-RT 5X Reaction Buffer Promega, Madison USA
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Dulbeccos PBS Gibco BRL, Karlsruhe
Salzsaure Riedel de Haen, Hannover
Tris-Base US Biochemical, Cleveland
Trizol-Reagenz Invitrogen, Groningen
X-Gal Roth, Karlsruhe

5.2.2 Molekularbiologische Chemikalien

5.2.2.1 Restriktionsenzyme und dazugehorige Puffer

Bal Il New England Biolabs, Frankfurt
Dpn | Stratagene, Heidelberg

Mwo | New England Biolabs, Frankfurt
NEB Puffer 3 New England Biolabs, Frankfurt

5.2.2.2 Primer zuMYH-Analyse

Alle verwendeten Primer wurden mit Hilfe des PrirBdProgramms (http://frodo.wi.mit.edu/

cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ausgewahlt und \aer Firma Operon, Kdln hergestellt.

5.2.2.2.1 Primer flr die Mutagenese von Vektoren

Die die Mutation verursachende Base ist fett ddeljes

Mutation | Sense 5'-3' Antisense 5'-3'
Y165C ggcctgggetgectattctcgt gg |ccggacccgacgat aagagcacc
G382D |ctccctctcagatctgcetggcag |ct gccagcagat ct gagagggag
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5.2.2.2.2 Primer zuvYH-Mutationsanalyse
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Exon Sense 5'-3' Antisense 5'-3'

1 ct gcgggagct gaaact g t aact cctgggcgtgcttta

2 cct t ggaaggcct caaaat cctgaatctgcctttcatgg

7 cttccct ggaggt gagagc gagct gct gcagggt ct ct

13 ggaacagcct ggggcccttg caaat aggcct gt ggat at agcc
3-5 ccacaggctgctgtgtcc gaggct ct cat ct ggggt ct

6-8 cttt ggggt gggt gt agaga ctacgttgccat ccaccac

9-11 gt gcccagcctccttcct agaact ggaat ggggcttct
12-14 t ctaggttggcccct aaagc agcgattctccgtct caaaa

5.2.2.2.3 Primer fur diMYH-Spleil3analyse

Exons Sense 5’-3’ Antisense 5’-3’

1-3a agct gaaact gcgccat c acagaggcct gcaat accac
1-7 a agct gaaact gcgccat c gccggccacgagaat agt ag
1-7 B tccgtgttctgetgtcttca acagaggcct gcaat accac
1-8 B tccgtgttctgetgtcttca cagggtctctgctgtacgtg

Sequenzierprimer M13R fur Topo 2.1 Vektor (caggagatatgac)

Operon, Koln

Oligo (dT)s-Primer Promega, Madison

5.2.2.2.4 Primer fur die Amplifikation vadYH-Intron 1
Zur Analyse der Basenabfolge des sehr grof3en ttanusste dieses in sechs lUberlappende
Fragmente zerlegt werden. Die Fragmente 1 und 6stemisnochmals in jeweils zwei

Fragmente unterteilt werden.

Fragment | Sense 5’-3’ Antisense 5’-3’

1A agcaacagct cccagt aagc gacgt ct gaacggaagttcg
1B cctcecgtgttctgetgtcett ctcccaaagt gct gggatta
2 gcagct aggcggt at agt cg gt ccaaagt cagt gccaggt
3 atcccccatcccattaattc atgattgtgccactgcactc
4 ggcacat at t agggggct ct cccataatctgttttgccaga
5 t gcacat t gggagaaccat a t ct cccaaagccaggat aaa
6A at ggggtttcgccatgtt at ggcaaat cagt gggagaa
6B t gt t gat ggt cagccaccta ttcctcat gat ggcct gaa
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5.2.2.2.5 Zusétzliche Sequenzierprimer furldiéH-Intron 1-Analyse

Zur Sequenzierung verschiedener Intron 1-Fragnmanssten zusatzliche Sequenzierprimer

eingesetzt werden.

Fragment und Bezeichnung

5’-3-Sequenz

Fragment 2 (intron 1-2sF)

ct gagcccatttcatc

Fragment 2 (intron 1-2sR)

ggct agt ct t gaact c

Fragment 3 (intron 1-3sF)

acctt gaccacagt ct

Fragment 4 (intron 1-4sF)

ggaggccgaggcegggt

5.2.2.3 Enzyme

Ampli Taq Gold-Polymerase
Proteinase K
M-MLV Reverse Transkriptase

5.2.2.4 DNA-La&ngenstandard und Nukleotide

DNA Molecular Weight Marker XIV
Fragmente einer Lange von 100 bis 2642 bp

Lambda DNA/Eco 1301 (STYI) Marker, 16

Applied Biosystems, Foster City USA
Boehringer, Mannheim
Promega, Madison USA

Roche Applied Saee, Penzberg

Fermentagdnis

Fragmente einer Lange von 421 bis 19329 bp

Nukleotidmix #DNTP-100
Je 100mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

5.3 Verbrauchsmaterialien

Collection Tubes 2 ml
EppendorfgefalRe 1,5 ml
Desinfektionsmittel Freka Nol
Kivetten (10x10x45mm)
PCR-Reaktionsgefalie Multiply Pro
Petrischalen (150x20mm, 100x20mm)
Pipettenspitzen steril (10yl, 20yl, 200yl, 1ml)
Glaspipetten 5 mi/10 ml
Pipettenspitzen unsteril (0,2ml, 1ml)
Polypropylenréhrchen (15ml, 50ml)
Vacutainer-CPT- Réhrchen

Wasser steril

Zellulosemembran

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sarstedt, Nimbrecht
Fresenius, Bad Hangb
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nuctiire
Sarstedt, Nuohibre
$ah, Ahrensburg
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedtmirecht
Sarstedt, NUecht
Becton Dickonson, Hbéiglg
Braun, Melsungen
Whatman, Dassel
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5.4 Kitsysteme

Big Dye Terminator 1.1. Cycle Sequencing Kit  ApdlBiosystems, Foster City

DNeasy Tissue Kit Qiagen, Hilden
DyeEx 2.0 Spin Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratageteidelberg
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen

5.5 Vektoren und Bakterien zur Klonierung von DNA

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Klonierung vVBWA der im Topo TA Cloning Kit
enthaltene prokaryontische Klonierungsvektor pCR-Tbpo benutzt. Zur Transformation
wurden jeweils kompetentE.coli Top 10 Bakterien der Firma Invitrogen mit folgende
Genotyp benutzt:

FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®@80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697

galU galK rpsL (StrY) endAl nupG

5.6 Zugriffsnummern verwendeter Sequenzen

Homo sapiensnutY homolog, mRNA NM_012222
Homo sapiensutY homolog,compl ete coding sequence AF527839
Homo sapiens mutY homologrotein CAI21720

5.7 Wichtige Datenbanken und Programme

Primersuche mit Primer3 (http://frodo.wi.mit.edufbgn/primer3/primer3_www.cgi)
Restriktionsenzymsuche mit NEB Cutter V2.0 (httpdls.neb.com/NEBcutter2/index.php)
Ubersetzung der cDNA in die entsprechende Aminasikatte (Www.expasy.org)
Mutationsdatenbank (www.hgmd.cf.ac.uk/ac/search.php

National Center for Biotechnology Information (wwebi.nlm.nih.gov)

5.8 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von Misoft Excef und der SPS$Software.
Um zu untersuchen, ob die Haufigkeiten verschiedéverkmalsauspragungen in zwei
statistisch unabhangigen Gruppen zufallig sind,dearder Exakte Test nach Fisher und der
Chi>-Test nach Pearson durchgefiihrt.
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5.9 Patienten

5.9.1 Genehmiqung der Studie

Die Durchfihrung dieser Studie wurde von der Etbikknission der Universitat des

Saarlandes genehmigt (Kennnummer des Ethikant2/g4 )8

5.9.2 Patientenauswahl

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probestamimen Patienten, die sich in der Zeit
von Oktober 2004 bis April 2005 einer Koloskopiedigr Abteilung fur Innere Medizin Il des
Universitatsklinikums des Saarlandes unterzogeremaldllen in dieser Zeit untersuchten
Patienten, die die Einschlusskriterien erfiullteryrade unabhangig von der Indikation zur
Koloskopie die Teilnahme an der Studie angeboten.
Die Einschlusskriterien waren:
1. Frauen und Manner im Alter von tber 18 Jahren
2. Die Fahigkeit eine schriftliche Einverstandniserdldy zu verstehen und zu
unterschreiben
3. Patienten mit kolorektalen Adenomen, Patienten emer familiaren Belastung fir
Polypen oder Karzinome des Kolorektums und Korgesonen, bei denen aus
medizinischer Indikation eine Koloskopie durchgetiturde
4. Die Mdoglichkeit zur Probenentnahme aus unauffalligelonschleimhaut.
Ausschlusskriterien waren:
1. Eine fehlende Einwilligung
2. Die fehlende Mdglichkeit zur Durchfihrung einer KEskopie oder endoskopischen
Probenentnahme
Die Patienten wurden tber den wissenschaftlicharigyrund der Untersuchung, tber das
weitere Vorgehen bei Einwilligung, uUber mdglichersee entstehende Risiken durch die
Probenentnahme und Uber Konsequenzen eines pasgemetischen Befundes informiert.
Bei schriftichem Einverstéandnis des Patienten wuimh Rahmen der Koloskopie eine
zusatzliche Probe aus gesunder KolonschleimhauDaiAk-Extraktion entnommen. Neben
den bei der aktuellen Koloskopie erhobenen Befundemden samtliche Koloskopie-
Vorbefunde sowie Informationen aus den Patientemakei der Klassifikation der Patienten
in verschiedene Diagnosegruppen bericksichtigt.
Patienten, bei denen eindYH-Mutation identifiziert wurde, wurden gebeten sizhr
Befundbestatigung erneut in der Klinik vorzustellevit aus einer frischen Blutprobe
gewonnener DNA wurde die Untersuchung wiederhotti @&r Wiedervorstellung wurde

erneut eine ausfihrliche Anamnese erhoben undefien8e besprochen.
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5.9.3 Charakterisierung der untersuchten Patienten

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 352 Ratieauf Vorliegen einer Mutation im
MYH-Gen untersucht. Davon waren 187 Manner und 16bdfAtaDas Durchschnittsalter
betrug 54,5 + 17,6 Jahre (Manner 54,9 + 17,4 Jdfnajen 51,1 + 18,1 Jahre). Der jlingste
Patient war 18 Jahre alt, der &lteste 89 Jahre alt.

Unter Berucksichtigung aller Befunde lie3en sicle diatienten den unterschiedlichen
Diagnosegruppen zuordnen (Tab. 2). Patienten nsisciliel3lich hyperplastischen Polypen
ohne adenomatdse Anteile wurden in die Gruppe datiefen ohne relevante
Darmerkrankung eingeschlossen. Vier Patienten rRICAositiver FAP, zwei Patienten mit
einem Lymphom, ein Patient mit Morbus Hirschspruamy Patient mit Turcot-Syndrom
sowie funf Patienten mit unspezifischer Darmentzingd wurden zu einer inhomogenen
Gruppe (sonstige Diagnosen) zusammengefasst. Qipp@rder Adenompatienten liel3 sich

noch weiter in Patienten mit oder ohne zuséatzli¢kmzinom unterteilen.

Tabelle 2: Studienpatienten und ihre Diagnosen

Diagnose: Patientenzahl (M/F): | Alter (J3):
Keine Darmkrankheit 116 (54/62) 54,7+16,2
Kolorektale Adenome 75 (49/26) 64,3+10,1
Kolorektale Adenome und mindestens 1 Karzingm 1@ 69,819,6
Kolorektales Karzinom ohne zusatzliche Adenome 1736) 63,7+13,7
Colitis ulcerosa 20 (11/9) 45,9+21,0
Morbus Crohn 72 (28/44) 37,9£12,7
Sonstige Diagnosen 13 (5/8) 46,6+21,3
Gesamt 352 (187/165) 54,5+17,6

M=Manner; F=Frauen; J=Jahre
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6 Methoden
6.1 Allgemeine Methoden

6.1.1 Sterilisation von Losungen und Gebrauchsmat&lien

Lésungen, Puffer und Nahrmedien sowie unsteriler@ethsmaterialien wurden in feuchter
Hitze bei 1-2 bar und 120°C fur 20 Minuten autokdalv Thermolabile Lésungen wurden
durch Sterilfiltration (0,45um Filter) entkeimt. Die Sterilisation von Glasgeréterfolgte in

trockener Hitze fur mindestens 3 Stunden bei 18020

6.1.2 Extraktion von Nukleinsauren

6.1.2.1 Extraktion von DNA aus Gewebeproben

Die Isolierung von DNA aus endoskopisch entnommemet anschlieRend tiefgefrorenen
Kolonschleimhaut-Biopsien erfolgte mit Hilfe d€sagen Tissue Kits. Dabei handelt es sich
um ein silikagelbasierendes Verfahren, das einealghund zuverlassige Méglichkeit der
Nukleinsédurepraparation darstellt. Zunachst wurdesnzu 25 mg Gewebe gemeinsam mit
Proteinase K und einem Puffer zur Optimierung desebedingungen in ein 1,5 ml
Eppendorfgefald gegeben. Nach ein bis zwei Stundeb3yC war das Gewebe vollstandig
geldst. Nachfolgende Inkubation fir 10 Minuten B€°C mit Zugabe von Puffer AL
(Qiagen) zur Verbesserung der Bindungsbedingungsh anschlieende Ethanolzugabe
ermoglichte die Adsorption der DNA an die in eimidugenrohrchen eingesetzte Séaule mit
Silikagelmembran durch einen ersten Zentrifugasohstt. Wahrend DNA, aber auch RNA,
dabei an der Membran haften bleibt, gelangen andeltbestandteile und Verunreinigungen
durch die Membran hindurch. Verbliebene Verunreingen und Enzyminhibitoren wurden
in zwei weiteren Zentrifugationsschritten entfennt.einem letzten Schritt wurde die DNA
wieder von der Membran geldst und in einem Eppdgd&il3, in welches die beladene
Membran mit der Séaule eingebracht wurde, wahrendrifiegation bei 6000 g aufgefangen.
Aufgrund der gro3en DNA-Menge in unseren Probendeudieser Elutionsschritt zweimal
durchgefihrt, um nahezu die gesamte DNA wieder denMembran zu l6sen. Die Losung
der DNA in Puffer AE (Qiagen) sorgt durch Optimiegudes pH-Wertes fir gro3tmdgliche

Stabilitat der Nukleinsaure und ermdglicht dererib&wahrung bei -20°C.
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6.1.2.2 Extraktion von DNA aus Vollblut

Bei der Verwendung von EDTA-Blut zur DNA-Extraktionit Hilfe desDNeasy Tissue Kit
wurden 200ul Blut mit 200 ul Puffer AL (Qiagen) und 2@l Proteinase K versetzt und 10
Minuten bei 70°C inkubiert. AnschlieRend wurden 200Ethanol (absolut) hinzugegeben

und die Proben anschliel3end wie bei der ExtrakdisGewebe (6.1.2.1) behandelt.

6.1.2.3 Extraktion von DNA aus Blutleukozyten

Die Blutentnahme erfolgte mit 10 rWacutainer-CPT Réhrchen. AnschlieRend wurden die
Réhrchen mit dem Heparinblut 20 Minuten lang beiQ@nd 2730 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand aus Leukozyten und Plasma wurde leichthggtelt und in 50 ml Rohrchen
gegeben. AnschlieRend wurde dieser mit PBS-Putfeb@ ml aufgefillt und mit 2000 rpm
fur weitere 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstandrde verworfen und das GefaR erneut
mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Nach wiederholter #éogation bei gleichen Einstellungen
wurde der Uberstand wiederum abgegossen und datamuéne Pellet mit am GefaRrand
zurtcklaufendem Pufferrest (ca. 4Q0) resuspendiert. Je 200l der so entstandenen
Suspension von gereinigten Leukozyten wurden noti2@uffer AL und 25ul Proteinase K
gemischt und fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nadinzufigen von 21@l Ethanol und
Aufbringen des Ansatzes auf eine Silikagelmembrndolgten die weiteren Schritte analog
zur Extraktion von DNA aus Gewebeproben (6.1.2.18 DNA-Menge aus 10Leukozyten

lag bei 1-3ug/ul.

6.1.2.4 Extraktion von RNA aus Vollblut
Die Isolation von RNA erfolgte mit Hilfe vonfrizol, einer Losung aus Phenol und

Guanidinisothiozyanat. Das Macutainern enthommene Blut wurde zunachst behandelt wie
in Abschnitt 6.1.2.3 beschrieben. Das durch die tiffegationsschritte entstandene
Leukozytenpellet aus 10 ml Blut, das ungefahf Z6llen entspricht, wurde nun mit 1 ml
Trizol versetzt. Durch repetitives Pipettieren und ansBehdes funfmindtiges Inkubieren bei
15-30°C wurden die Zellen aufgeldst und die einzeldellbestandteile voneinander getrennt.
Nachfolgend wurden 0,2 ml Chloroform zugegeben @ind 15 Minuten bei héchstens
12000 g und 2-8°C zentrifugiert, sodass eine Tregnin verschiedene Phasen erfolgte.
Dabei befinden sich die Proteine immer in der wentePhenol-Chloroform-Phase, die DNA
ist in der Interphase und die RNA in der wassri@derphase. Zur RNA-Isolation wurde
daher die Oberphase mit 0,5 ml Isopropanol versiiztlO Minuten bei 15-30°C inkubiert
und schlief3lich bei 12000 g 10 Minuten zentrifugi®as entstandene gelartige RNA-Pellet
wurde nach Verwerfen des Uberstandes gewascheemires mit 1 ml Ethanol (75%)
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vermischt und dann bei 7500 g zentrifugiert wuidie. gewaschene RNA konnte nun in @0

RNAse-freiem Formamid bei -80°C aufbewahrt werden.

6.1.3 Analyse der Ausbeute und Reinheit der Nukleg&uren

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit vomkisinsaurelésungen wurden
Absorptionsmessungen bei 260 nm und 280 nm in Queetten durchgefuhrt. Fur die
Konzentrationsmessung wurde die Absorption bei 280gemessen und die Konzentration
anhand folgender Richtwerte ermittelt:
dsDNA: 1 560

RNA: 1 MA60
Als Reinheitskriterium diente der Quotientddonm/A280nm. der bei reiner DNA zwischen

I

50 ug/ml

n

40 pg/ml

1,7 und 1,9 liegt.

6.1.4 Elektrophoretische Auftrennung der DNA

Der elektrophoretische Nachweis von DNA sowie detg&imgenbestimmung erfolgt in

Agarosegelen. Unter Elektrophoresebedingungen fiddigkleinsduren als Polyanionen vor
und wandern, wie auch andere geladene Biomolekillelektrischen Feld von der Kathode
zur Anode. Die Beweglichkeit im Gel ist dabei abignvon der Ldnge des DNA-Molekdls,
den Eigenschaften des Laufpuffers und der PoreegiéB Tragers.

6.1.4.1 Auswahl und Herstellung der Gele

Aufgrund der GrofRe der erzeugten PCR-Produkte wwurdiér deren Auftrennung
ausschlief3lich zweiprozentige Gele verwendet, @aedsich fir Kettenlangen zwischen 0,1
und 2 kb eignen. Zur Auftrennung von Plasmiden wardinprozentige Gele benutzt, die sich
fur Kettenlangen bis zu 6 kb eignen. Zur Herstellder Gele wurden bei 2%igen Gelen 2 g
Agarose, beziehungsweise 1 g Agarose bei einprigeenGelen, durch Aufkochen in 100 ml
einfach konzentriertem TAE-Puffer gelost, ansclde® 1,5 pl Ethidiumbromid
hinzugegeben und nach Abkihlen auf 60°C in eind3kzmmmer eingefillt. Anschlie3end
wurden zwei Probenk&dmme mit je 20 Zahnen eingesdiztnach ihrer Entfernung aus dem
erkalteten Gel die Taschen fiir den Probenauftragtiassen.

Der fur die Gelherstellung bendétigte TAE-Puffer deirzunachst in 40-facher Konzentration
zubereitet. Hierzu wurden 193,82 g Tris-Base mii6B5g Natriumacetat (Trihydrat) und
29,78 g EDTA gemischt und mit destilliertem Wasaefr 800 ml gelost. Diese Losung wurde
dann noch mit 50 ml Essigsaure versetzt und ardtdrid auf einen pH von 8,3 eingestellt.
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Durch Auffullen mit Wasser auf ein Volumen von grtstand 40-fach konzentrierter TAE-
Puffer. Wurden hiervon 25 ml zu 1 | destilliertema¥ger gegeben, so erhielt man die

gewunschte einfache Konzentration.

6.1.4.2 Vorbereitung der Proben
In der Regel wurden 10l der zu analysierenden DNA mit /1 Probenauftragungspuffer

vermischt. Dieser sorgt dafur, dass die Oberflaspannung herabgesetzt wird und die Probe
aufgrund der groReren Dichte des Puffers statt usgigvimmen in die Taschen des Gels
absinkt. Zuséatzlich wird die Probe durch den blatarbstoff des Puffers besser sichtbar.
Entsprechend wurden auch 4 DNA-Grél3enstandard mit 4l Probenauftragungspuffer
gemischt. Bei der Herstellung dieses Puffers wur2led pl TAE-Puffer (40x) zu 3,75 ml
Wasser gegeben. In der Folge wurden noch 5 ml @tycad 1 ml SDS (0,5%) hinzugefigt.

Die vorsichtige Zugabe von Bromphenolblau sorgtedfé gewtinschte Farbung.

6.1.4.3 Durchfihrung der Elektrophorese

Das erstarrte Gel wurde nach Entfernen der Kamneni@ mit einprozentigem TAE-Puffer
gefullte Horizontal-Gelapparatur gelegt und dield&mvorsichtig in die Geltaschen pipettiert.
Zur GrofRenbestimmung und zur Zuordnung von Nukéinsfragmenten wurde stets eine
Tasche mit DNA-Langenstandard befillt.

Anschlie3end wurde je nach Aufgabenstellung fud@Minuten eine Spannung von 110 V
bei 400 W angelegt. Durch Interkalieren des Etmhmomids zwischen die Basen der DNA
konnten diese nach Anregung mit UV-Licht (305 nmj ainem Transilluminator als rot-
orange leuchtende Banden sichtbar gemacht werdeh mit einer Polaroidkamera
fotografiert werden. Die Fragmentgré3en wurden ldiYergleich der Wanderungsstrecke der

Proben mit denjenigen der Fragmente definiertegeétes GroRenstandards bestimmt.

6.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die 1986 von Mullis (Mullis et al., 1986) entwickelPCR ermdglicht esn vitro durch

enzymatische Reaktion millionenfach Kopien von eir®eliebigen Nukleotidsequenz
herzustellen. Dieser als Amplifikation bezeichneét@gang macht auch sehr geringe DNA-
Mengen schnell einer Analyse zuganglich. Die Voggmei der Vervielfaltigung ahneln

dabei denjenigen der naturlichen Replikation.

Nach der Hitzedenaturierung doppelstrangiger DNAbrigysieren synthetische DNA-

Oligonukleotide, sogenannte Primer, an die nunetstiAingig vorliegende Template-DNA.

Vom 3-Ende des damit entstandenen doppelstrangBereiches aus synthetisiert eine
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hitzestabile Polymerase den neuen Doppelstrang.ciDulie Wahl eines gegenlaufig
orientierten Primerpaares, das den gewlnschtenhlisdlankiert, kann gezielt die DNA-
Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfaltigtden. Ein einzelner Zyklus besteht
somit aus Denaturierung gefolgt von der Primeranagg 6@nnealing) und der
Polymeraseaktivitatektension). Entscheidendes Prinzip der PCR ist jedoch didisphe
Wiederholung dieser Abfolge. Dabei sorgt die Hitabsgitat der verwendeten Polymerase aus
dem thermophilen Bakteriuifhermus aquaticus beziehungsweise der von dieser abgeleiteten
kommerziell erhaltlichen Polymerasen dafir, dasshngeder Denaturierung eine

kontinuierliche Durchflihrung der PCR-Zyklen ohneegrte Enzymzugabe maglich ist.

6.1.5.1 Wesentliche Komponenten und allgemeinestipschema

Essentielle Bestandteile einer PCR sind Primer |éaikle, Polymerase und insbesondere die
Template-DNA. Dabei hat vor allem das Design deémBr entscheidenden Einfluss auf
Menge und Qualitdt des gewtlnschten Produktes. $ensdie Primer unter anderem
zwischen 18 und 30 Nukleotide lang sein, der GCalie$oll 40-60% betragen und die
Sequenz am 3’-Ende muss so gestaltet sein, dasgHDimerisierungen verhindert werden.
Die am haufigsten in der PCR eingesetzte Polymeisisdie Tag-Polymerase mit einem
Aktivitatsoptimum von 75°C. Zusatzlich zu diesensesdtiellen Bestandteilen sorgt ein
spezieller Puffer durch Optimieren der Reaktiongigaeshgen fir ein besseres Funktionieren
der PCR und somit auch zu einem Anstieg der Prodetkge.

Beim Ansetzen des Reaktionsgemischs einer Star®l@Rl-wurden pro Probe je |8 der
Primer (10uM) in Sense- und Antisenserichtung sowi@l%eines Nukleotidgemisches und
0,5 ul Ampli-Tag-Gold zu 15ul sterilem Wasser gegeben. Zur Optimierung der PCR-
Bedingungen hinsichtlich pH-Wert unillgCl,-Konzentration wurde diesem Ansatz dann
noch 10ul eines PCR-Reaktionspuffers hinzugefigt. Dazudsarvier verschiedene Puffer
(A, B, C, D) mit unterschiedlicher Mg&Konzentration zur Verfigung. Es wurde jeweils
derjenige Puffer gewahlt, der bei der Amplifikatiales gewilnschten Genabschnitts im
Vergleich zu den anderen die grofite spezifischeliktausbeute ermdglichte. Zu diesem
PCR-Mix wurde anschlieBend noch eine variable Merigeder Regel 10ul, der zu
vermehrenden Proben-DNA pipettiert. Wurde ein gré8&olumen eingesetzt, so wurde das
Gesamtvolumen von 5@ durch entsprechendes Senken der Wassermengeahkbgshalten.
Sollte von mehreren Proben der gleiche DNA-Absc¢hamtplifiziert werden, wurde generell
ein gemeinsamer PCR-Ansatz zusammengemischt, dereitizelnen Komponenten in

vielfacher Menge, jedoch keine DNA, enthalt. Diesegenannte Master-Mix wurde dann zu
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gleichen Teilen auf die bendtigten Reaktionsgetiifgeteilt und jeweils eine andere Proben-
DNA hinzugefugt.

Um Verfalschungen der Ergebnisse zu verhindernbeéstn Ansetzen der PCR strengstens
darauf zu achten, dass auf3er der Probe keine ab#dékein den Ansatz gelangt, die dann

vermehrt werden kdnnte. Deshalb wurden zur PCRchlieBlich sterile Pipettenspitzen und

Reaktionsgefal3e sowie steriles Wasser verwendet.Kdntaminationen, die trotz dieser

Malinahmen entstanden, erkennen zu kdnnen, wurdedsn PCR-Experiment zusatzlich

eine Negativkontrolle angefertigt. Diese wurde ohéin Ansatzen fur die Proben in einem
gemeinsamen Mastermix angesetzt und anschlieRendybdie Zugabe von sterilem Wasser
statt der Proben-DNA, identisch mit den Patientesien behandelt. Fand in der
Negativkontrolle eine Amplifikation statt, so koenvon einer Verunreinigung einer oder
mehrerer Komponenten ausgegangen werden und deulReo dieses PCR-Experiments

mussten verworfen werden.

6.1.5.2 Herstellung des Nukleotidmixes und der HRLier

Zur Herstellung der Mischung der verschiedenen kgadkleosidtriphosphate wurden die
Sigma#DNTP-100 Nukleotide zunachst langsam aufabfgetaut. Dann wurden jeweils 25
ul (100mM) dATP, dCTP, dGTP, dTTP zu 9Q0 sterilem Wasser gegeben, sodass ein
Gesamtvolumen von 1 ml erreicht wurde.

Bei der Herstellung der verschiedenen PCR-Pufferdemu 3,63 g Tris Base (300 mM) mit
0,99 g Ammoniumsulfat (75 mM) gemischt und mit ien Wasser auf 70 ml aufgefullt. Mit
Hilfe von HCI oder NaOH wurde der pH-Wert der Loguauf 8,5 eingestellt. Nachfolgend
wurde mit Wasser auf ein Volumen von 90 ml aufdefiihd jeweils 22,5 ml auf vier
Rohrchen (A-D) verteilt. AnschlieRend wurde duratisén von 1,02 g Magnesiumchlorid-
Hexahydrat in 10 ml PCR-Wasser eine 500 mM Mg@sung erzeugt. Den Puffern A, B, C,
D wurden dann unterschiedliche Mengen Wasser un@IMgisung hinzugefugt (Tab. 3).
Von jedem Puffer wurden mehrere 1 ml-Aliquots #figriert und in 1,5 ml Cups bei -20°C

tiefgefroren.

Tabelle 3: Zusammensetzung der verschiedenen Puffeur PCR-Optimierung

Puffer MgCl,Konzentraion MgCl, 500mM PCR-Wasser
A 7,5 mM 375ul 2130yl
B 10 mM 500ul 2000yl
C 12,5 mM 625ul 1880yl
D 17,5 mM 875l 1630ul
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6.1.5.3 Durchfiihrung der PCR in einem Thermo-Cycler

Die PCR-Reaktionen wurden ipplied Biosystems 9600 und 9700 Thermocyclern
durchgefuhrt. Diese sind durch einen temperierb&eaktionsraum gekennzeichnet, in den
die Probengefal3e gestellt werden. Eine automatissteaierung regelt das zyklische
Temperaturprogramm, wobei die jeweilige Temperatu Zeit pro Reaktionsschritt sowie
die Zyklenzahl individuell programmierbar sind. Baher Standard-PCR zur Vermehrung
bestimmter Genabschnitte wurden die Proben in égeRfur 30 Sekunden auf 95°C erhitzt
um die Doppelstrdnge zu denaturieren. In einem st@nhSchritt wurde fur weitere 30
Sekunden eine Temperatur von 55°C eingestellt urtimage Bedingungen fir die
Primeranlagerung zu schaffen. Zuletzt wurde damnTaimperatur fur 1 Minute auf 72°C
erhoht, um defTag-Polymerase die Synthese der neuen Doppelstrangargiglichen. Diese
drei Temperaturschritte wurden standardmaRig 3&yldisch durchlaufen. Vor Beginn der
zyklischen Ablaufe wurde fur zehn Minuten eine Temngpur von 95°C gehalten um
maoglichst alle Doppelstrange vollstandig zu denatan. Nach Ende des letzten Zyklus sollte
der Polymerase durch konstante 72°C ermdglicht everchnerhalb von zehn Minuten alle

eventuell unvollstandigen Strange zu komplettieren.

6.1.6 Reverse-Transkriptase-PCR

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase-PCR lassen sispezifische RNA-Sequenzen
amplifizieren. Zunachst erfolgt eine cDNA Erststyaynthese durch Umschreiben der RNA-
Matrize mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymeea die als Reverse Transkriptase
bezeichnet wird. Nachfolgend wird die nun entstaedeDNA in einer leicht modifizierten
PCR vervielfaltigt.

6.1.6.1 Herstellung des cDNA-Erststranges
Das Umschreiben der RNA in cDNA setzt voraus, dassPrimer mit der RNA hybridisiert

und so als Startpunkt fur die Polymerasereakti@mtdiHierzu wurden entweder Oligo-dT-
Primer oder aber genspezifische Primer (gSP) vateterDie Oligo-dT-Primer binden am

mRNA-typischen 3’-poly-A-Schwanz und sorgen soniit €ine selektive Ubersetzung der
kompletten mRNA aus der Gesamt-RNA. Dagegen wildBiesatz eines genspezifischen
Primers in Antisense Richtung nur das gewunschéadskript in cDNA umgeschrieben, was
bei seltenen Transkripten die Menge an Nebenpredukgrringern kann.

Zunachst wurden steriles Wasser, der gewiinschteePrnd die umzuschreibende RNA auf
Eis gemischt (Tab. 4).
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Tabelle 4: Pipettierschema fur die Herstellung einecDNA aus RNA

Bei Verwendung genspezifischer Primer (gSP) werdendie RNAs, die die genspezifische Sequenz etethal
in cDNA umgeschrieben. Bei Einsatz der oligo-dTaini, die am mRNA-typischen poly-A-Schwanz binden,
wird die Gesamtheit der mRNAs Ubersetzt.

Zusammensetzung gSP-Ansatz Oligo-(dT)-Ansatz
Wasser steril 12 ul 11l

Oligo (dT)s-Primer - 2 ul
Genspezifischer Primer (gSP) 10QM 1l -

RNA 1yl 1l
Gesamtvolumen 14 ul 14l

Durch sofortiges Erhitzen (70°C) dieser AnsatzerubeMinuten und anschlielRendes
einminutiges Schockkuhlen auf Eis wurde die teiggein Sekundarstrukturen unzuganglich
vorliegende RNA denaturiert und somit fir die reeer Transkription vorbereitet.
AnschlieRend wurden jeweils pl eines Desoxynukleotidmixes und eines speziellen
Reaktionspuffers (MMLV 5X Reaction Buffer) sowie 1ul der Reversen Transkriptasiél
MLV-RT) hinzugefiigt. Die Synthese des cDNA-Erststrangésigte dann bei 42°C fur die

Dauer einer Stunde. Das so entstandene DNA-Prddumkt bei -20°C aufbewahrt werden.

6.1.6.2 Vermehrung der cDNA

Die Vorgange bei der Vermehrung von cDNA entspracimindsatzlich denjenigen bei der
Vermehrung genomischer DNA. Da jedoch lediglich @5 des unverdinnten cDNA
Erststranges eingesetzt werden mussen, wird eist&otes PCR-Gesamtvolumen durch
Zugabe von 24l sterilem Wasser gewahrleistet. Die Cyclereingtelen wurden ebenfalls

den Anforderungen entsprechend optimiert (Tab. 5).

Tabelle 5: Thermocycler-Temperaturschema fir die Anplifikation von cDNA

Temperatur Zeit
Aktivierung 95°C 5 Minuten
40 Zyklen
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Primeranlagerung 55°C 30 Sekunden
Elongation 72°C 90 Sekunden
Vervollstdndigung der Elongation 72°C 10 Minuten
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6.1.7 Aufreinigung von PCR-Produkten
Zur Reinigung von bis zu 10y PCR-Produkt mit der®IAquick PCR Purification Kit wurde
dieses mit dem funffachen Volumen von Puffer PBag@n) versetzt. Dieser schafft optimale

Salzkonzentrationen und pH-Werte fur die Bindung@ribOO bp grof3er Produkte an eine
Silikagelmembran im nachfolgenden Zentrifugatiohsist Dagegen gelangen kurzere
Produkte, Uberschiussige Primer, Nukleotide und mEezgurch die Membran hindurch und
konnten verworfen werden. Nach einem weiteren Waguitt wurden die gereinigten PCR-
Produkte in 5Qul Puffer EB (Qiagen) eluiert und konnten bei 4°Gbawahrt werden.

Sollten neben Enzymen und Uberschissigen PCR-Koempem auch Nebenprodukte, die
langer als 40 bp sind, aus dem PCR-Produkt entigemtlen, oder nur ein Fragment des
Produktes nach dem Restriktionsverdau weiterveitatbgerden, so wurde d€)Aquick Gel
Extraction Kit benutzt. Hierbei wurde die DNA zunachst in einegarsegel aufgetrennt.
Die gewiunschte Bande wurde durch GroRRenvergleicthdern Langenstandard identifiziert
und anschlieBend mit einem Skalpell aus dem Getemgbinitten. Dagegen verblieben
kirzere und langere Fragmente sowie Verunreinigunge Gel. Das ausgeschnittene
Gelstuck wurde dann mit einem dreifachen Volumerrafier QG (Qiagen) versetzt und fur
10 Minuten bei 50°C inkubiert. Dieser Schritt diel@gm Losen des Gels und verbessert die
Bedingungen fiir die DNA-Adsorption an die Silikageimbran. Nach Ubertragen der
Losung auf die Membran erfolgten die Wasch- undi&hsschritte wie bei Verwendung des
PCR Purification Kit.

6.1.8 Sequenzierung von DNA

Die Bestimmung der Basensequenz eines PCR-Prodekthieht heute zumeist durch das
Kettenabbruch- oder Didesoxynukleotidverfahren n8emger (Sanger et al., 1977). Dabei
handelt es sich um eine enzymatische Methode,dralid zu analysierende DNA als Matrize
fur die Synthese neuer DNA-Fragmente mit Hilfe eiD®&A-Polymerase dient. Analog zu

den Vorgéangen bei einer normalen PCR wird bei di€sguenzierungs-PCR ein Primer an
die denaturierte DNA gebunden. Ausgehend von dieseimigt dann die Synthese des
komplementaren Stranges. Dabei ist es aul3erorclentichtig, dass entweder der Primer in
Sense- oder derjenige in Antisense-Richtung eirigesgrd, jedoch nie beide gleichzeitig. Es
kann also immer nur einer der beiden nach Denatunie entstandenen Einzelstrange und
niemals auch der dazu komplementare Strang odearerirsynthetisierter Strang als Matrize
dienen, da hierzu der gegenlaufige Primer notiggwre Produkte sind also alle entweder in
Sense- oder Antisense-Richtung ausgerichtet. Nebben vier 2’-Desoxynukleotid-

triphosphaten befinden sich zuséatzlich die entdpeden 2’,3’-Didesoxynukleotid-
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triphosphate (ddNTPs) im Reaktionsansatz. Bei Vaduag einer Polymerase, welche beide
akzeptiert, kommt es nach Einbau der Didesoxyfoam Kettenabbruch. Da der Zeitpunkt,
wann ein Didesoxynukleotid eingebaut wird, zufaliigt, entstehen Produkte in allen
Langenabstufungen von der Lange des eingesetzierBrbis hin zur vollstandigen Lange
des urspriinglich eingesetzten Fragments. Dabeillest gemeinsam, dass sich am 3’-Ende
ein Didesoxynukleotid befindet. Wird jedes dieser ddINTPs mit einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff markiert, so kann durch Debtektdes Farbstoffs am Ende der
unterschiedlich langen Produkte die jeweils letBase nach GréRenauftrennung der

Fragmente visualisiert werden.

6.1.8.1 Durchflihrung einer Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungsreaktion wurde mit dBig Dye Terminator 1.1. Cycle Sequencing Kit in
einemApplied Biosystems 9600 oder9700 Thermocycler durchgefiihrt. Hierbei wurden pro
2,5ul zu analysierender DNA il Primer (10uM) und 2ul des BigDye Reaktionsgemischs,
welches eine Polymerase und Nukleotide sowie eiRemaktionspuffer in aufeinander
abgestimmter Konzentration enthéalt, eingesetzt.cbutugabe von 4,nl sterilen Wassers
wurde ein Gesamtvolumen von jiDeingestellt. Die Sequenzierungs-PCR wurde nacénei

den Anforderungen angepassten Temperaturschema@g)rabrchgefuhrt.

Tabelle 6: Thermocycler-Temperaturschema einer Seqnzierungs-PCR

Temperatur Zeit
Aktivierung 96°C 1 Minute
35 Zyklen
Denaturierung 96°C 10 Sekunden
Primeranlagerung 50°C 5 Sekunden
Elongation 60°C 4 Minuten

6.1.8.2 Aufreinigung der Produkte
Mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit wurden die Produkte der Sequenzierungsreaktionhdame

Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt. Dazure@es der Sequenzierungs-PCR-Ansatz
zunéchst auf eine spezielle Gelsaule gegeben, alienReinheitlicher GrofRe aufweist, und
anschlieRend zentrifugiert. Wahrend Uberschissigengbnenten des Reaktionsansatzes,
welche die anschlieRende Detektion der Fluoresadmstoffe storen konnten, in diese Poren
diffundieren und dort gebunden werden, gelangenzdieanalysierenden DNA-Fragmente
aufgrund des hoheren Molekulargewichts hindurchesBi konnten dann in einem
Zentrifugenrohrchen aufgefangen werden und andtdie ausgewertet werden.
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6.1.8.3 Sequenzanalyse durch Detektion von Fluerng$arbstoffen

Die Sequenzanalyse erfolgte automatisch in eiddmPrism 3100 Genetic Analyzer. Dazu
wurden die aufgereinigten Proben luftblasenfrei aufe spezielle, 96 Vertiefungen zur
Aufnahme von Proben aufweisende, Sequenzierplaitgetmagen. Diese wurde dann im
Sequenzierautomaten befestigt und die automatigohalyse gestartet. Hierbei taucht
zunachst eine Kapillare in die zu analysierendd®n. Innerhalb der Kapillare werden die
Produkte der Sequenzierungs-PCR elektrophoretiatspeechend ihrer Lange aufgetrennt.
Ein Argonlaser sorgt dann mit Wellenlangen von 488 514 nm fir eine Anregung der
Farbstoffe am Ende jedes Fragmentes. Durch einearddzenzdetektor kbnnen nun die
unterschiedlichen Fluoreszenzsignale in der Redigafder Produktlangen erfasst werden
und durch spezielle Computerprogramme direkt inrDNA-Sequenz Ubersetzt werden.

6.1.8.4 Direktsequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Direktsequenzierung von Plasmiden ohne zwisgbschaltete PCR wurden 048
Plasmid-DNA aus einer vorausgegangenen Plasmidpkéiparation unverdinnt eingesetzt.
Hierbei wurde die DNA in einen Ansatz augu7sterilem Wasser, @l Big Dye und 0,5ul
einer 10 uM L6sung eines plasmidspezifischen Sequenzierpsngggeben. In unseren
Versuchen wurden ausschliel3lich Topo 2.1 Vektored der dazugehérige M13R-Primer
(5.2.2.2.3) verwendet. Die Sequenzierungs-PCR wutidein Abschnitt 6.1.8.1 beschrieben
durchgefuhrt.

6.1.9 Klonierung von PCR-Produkten

Als Klonierung bezeichnet man das Einschleusenebgjer DNA-Sequenzen in einen
Klonierungsvektor. Diese DNA-Abschnitte kdnnen drisf3end vermehrt, analysiert oder
genetisch manipuliert werden. In der vorliegendabet wurden mit Hilfe der RT-PCR
(6.1.6) erzeugte DNA-Sequenzen zur MYH-Transkriptgge (6.2.3.) in den inTopo TA
Cloning Kit enthaltenen prokaryotischen Klonierungsvektor CRTopo eingeschleust.
Hierzu wurden 4ul des aufgereinigten PCR-Produktes zul des im Kit enthaltenepCR
2.1-Topo-Vektors gegeben und das Volumen mit sterilem Waasé 5 ul eingestellt. Die
Zugabe von 1l einer bereitgestellten Salzlosung sorgte flrropte Reaktionsbedingungen.
Nach sorgfaltiger Durchmischung der Mixtur wurdees#i flir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fur digehde Transformation auf Eis
aufbewabhrt.

Der pCR 2.1-Topo-Vektor liegt linearisiert vor und besitzt an dereién 3'-Enden ein
uberhdngendes Thymidin. Bei Vervielfaltigung von ANnit der Tag-Polymerase wird
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unabhangig von der Matrize immer ein Adenosin arkr8le des neu gebildeten Stranges
angehangt. Durch Ausbildung von Wasserstoffbrickehingen zwischen dem Thymin des
Vektors und dem Adenin eines beliebigen PCR-Anm@dis kann dieses in den Vektor

eingebaut werden. Durch eine Topoisomerase, welchech eine energiereiche

Phosphodiesterbindung mit dem 3"-Ende des Vekterdbuwnden ist, wird der Einbau

enzymatisch katalysiert, sodass dem Reaktionsakegie Ligase zugesetzt werden muss.

6.1.9.1 Herstellen von Medien fiir die Bakterienlult

Standardmedium fur die Kultivierung vaB.coli ist LB (Luria broth). Die aufgefihrten
Lésungen und Medien wurden mit deionisiertem Wass®gesetzt. In sterilem Zustand
benétigte Losungen wurden fur 20 Minuten bei 1,8 datoklaviert. Fur das Giel3en von
Agarplatten wurden dem LB-Medium vor dem Autoklaere noch 12 g Agar pro Liter
hinzugefigt.

LB-Medium: Fertigpulver der Firma Gibco BRL, Karlsruhe 259l |
Zusammensetzung: 10 g Pepton aus Fleisch, 5 gkied&t, 10 g NaCl pro |

LB-Agar: Fertigpulver der Firma Gibco BRL, Karlsruhe 37wl
Zusammensetzung: 10 g Pepton aus Fleisch, 5 gkied&t, 10 g NaCl, 12 g Agar pro |

SOC-Medium Fertigmedium der Firma Invitrogen, Groningen
Zusammensetzung: 20 g Pepton aus Fleisch, 5 gked&t, 0,5 g NaCl, 0,186 g KCI, 2,49
MgSQO, Heptahydrat, 20 mM Glucose pro |

Nach Autoklavieren und Abkthlen auf 50°C wurde dentsprechenden LB-Medium zur
Herstellung eines Selektionsmediums Ampicillin imez Konzentration von 5Qug/ml
zugesetzt. Ampicillin wurde als Stamml6ésung in &ndfacher Konzentration mit Wasser
angesetzt, steril filtriert und bei -20°C aufbewahr

Um die Unterbrechung deiacZ-Produktion durch Inserts in Plasmiden zu deteétier
wurden die Agarplatten zusatzlich mit 40 pl einéwi@en Stammldsung von X-Gal
behandelt.

6.1.9.2 Transformation von Bakterien

Zunachst wurde eine geeignete Menge mit Ampicilid X-Gal versetzter Agarplatten unter
dem Abzug getrocknet. 50 Suspension kompetenter Bakterien wurden auf Efgedaut
und die Bakterien danach bis zum Abschluss der sfoamation eisgekihlt. Von dem

Plasmidansatz defOPO TA Cloning-Reaktion oder einem beliebigen durch Maxi- oder
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Minipraparation isolierten Plasmid wurdernuPzu den Bakterien gegeben, der Ansatz durch
Umrihren gemischt und 10-30 Minuten auf Eis stefpglassen. Danach erfolgte eine genau
30 Sekunden dauernde Erhitzung in einem 42°C wakasserbad, wobei die Bakterien
danach sofort wieder auf Eis gestellt wurden. Nagpabe von 251 SOC-Medium erfolgte
eine einstindige Inkubation bei 37°C. Je Agarphatteden dann 2@l der L6sung mit einem
sterilen Glasspatel ausgestrichen und die PlatterBiutschrank kopfuber bei 37°C Uber
mindestens 16 Stunden inkubiert.

6.1.9.3 Selektion und Vermehrung rekombinanter Klon

Nicht transformierteTop 10 Bakterien sind ampicillinempfindlich und wachseicht auf
ampicillinhaltigem Agar. Dagegen bilden Bakteriehie den Vektor gCR 2.1-Topo) mit
seinem Ampicillinresistenzgen aufgenommen habenSalgktivagar Kolonien. Der Einbau
der PCR-Produkte in den Vektor erfolgt im Bereioks ttacZ-Gens, welches fir di@-
Galaktosidase kodiert. Dieses Enzym erlaubt eseBigkt in die Agarplatte eingebrachtes X-
Gal zu verstoffwechseln, wodurch sich die betreffan Kolonien blau farben. Durch
Insertion eines PCR-Produkts in den Vektor wird @d@Z-Gen zerstort, sodass X-Gal nicht
mehr verstoffwechselt werden kann. Deshalb konriteserttragende Klone durch ihre
fehlende Blaufarbung von Bakterienkolonien untelesdén werden, die mit einem leeren
Vektor transformiert wurden (Blau-Weil3-Screenin@ur weiteren Vervielfaltigung der
Bakterien und damit auch des inserttragenden Ptsswiirde je eine weil3e Kolonie mit einer
sterilen Pipettenspitze von der Platte entnommeh,ml LB-Selektivmedium transferiert und
tber Nacht bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Aus eireKulturen konnten dann die Plasmide
mittels Minipr&paration isoliert und durch direl@equenzierung analysiert werden.

6.1.10 Einfiihren einer Mutation in ein Gen

Zur Einfuhrung von Mutationen in ein bestimmtes Gamde derQuik Change Ste Directed
Mutagenesis Kit benutzt. Bei dersite-directed-mutagenesis werden die als Vektor
eingesetzten doppelstrangigen Plasmide nach loserdies zu modifizierenden DNA-
Produkts denaturiert. Primer in Sense- und AntsdRishtung, die jedoch den gewlnschten
Basenaustausch aufweisen (5.2.2.2.1), hybridisiaresthlieBend mit dem in das Plasmid
eingebauten unmutierten Genabschnitt. Bie-Turbo DNA Polymerase vervollstandigt den
Plasmideinzelstrang vom Primer ausgehend schltef3lieder zu einem nun linearisiert
vorliegenden Doppelstrang. Durch zyklische Wiedknhg dieser Schritte entstehen immer
mehr Produkte, die aufgrund der eingebauten Praigegewinschte Mutation tragen. Die zu
Beginn der Reaktionen eingesetzte unmutierte P&EMA unterscheidet sich von den in



6 Methoden 55

den zyklischen Ablaufen entstandenen Kopien dadudelss sie durch ihre Herkunft aus
Bakterien, die das Enzym dam-Methylase exprimieaanGATC-Sequenzen methyliert ist.
Durch Zugabe des Restriktionsenzybyn I, welches ausschlief3lich methylierte DNA dieser
Sequenz schneidet, kdbnnen die unmutierten Mutté@ngé selektiv zerstort werden. Nach
Transformation von Bakterien wird die entstandeimedrisierte Kopie des Plasmids mit
seinem mutierten Insert wieder in die typische Ring tberfihrt und vermehrt.

Zu 5yl eines im Kit enthaltenen Reaktionspuffers wur8es0 ng Plasmid-DNA, jeweils

des Nukleotidmixes und défu Turbo Polymerase sowie jeweils 125 ng der beiden Primer
gegeben und das Volumen mit sterilem Wasser auid 8hoht. Die Produktbildung erfolgte

in einem Thermocycler nach einem festgelegten Teatpeschema (Tab. 7).

Tabelle 7: Thermocycler-Temperaturschema zur Durchiihrung der site-directed-mutagenesis

Temperatur Zeit
Aktivierung 95°C 30 Sekunden
12 Zyklen
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Primeranlagerung 55°C 1 Minute
Elongation 68°C 1 Minute/kb Plasmidléange

Zum Verdau der parentalen DNA wurdel1lDpn | zu jedem Ansatz gegeben und dieser dann
fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlie3endden je 50ul Top 10-Bakterien mit 1ul

der erhaltenen DNA transformiert (6.1.9.2) und Safektivagar ausgebreitet. Inserttragende,
weil3e Kolonien wurden enthommen, vermehrt und mereMinipraparation die mutierten
Plasmide gewonnen. Durch Direktsequenzierung konrde eingefihrten Mutationen

nachgewiesen werden.

6.1.11 Restriktionsschnitt von DNA
Bakterien schitzen sich durch spezielle Restrisgodonukleasen vor dem Eindringen

fremder DNA. Bisher konnten nahezu 1000 verschiedeleser Restriktionsenzyme
identifiziert werden, wobei der Name sich immer \aem bakteriellen Stamm ableitet, aus
dem es isoliert wurde. Da diese Enzyme doppelsg@nBNA mit sehr hoher Spezifitat

schneiden, werden sie besonders oft in der Gente@ingesetzt. In unseren Versuchen
wurden ausschlief3lich Typ-2-Restriktionsendonuldaasingesetzt, die nur Magnesium als
Kofaktor benétigen und sich dadurch auszeichnerss dsie die DNA innerhalb einer

spezifischen Erkennungssequenz schneiden. SpaiterErzyme die Erkennungssequenz
symmetrisch, so entstehen glatte Enden. Erfolgt $igmitt asymmetrisch, so entstehen

Fragmente mit entweder 3'- oder 5-Uberhang. Diervbis acht Basenpaare langen
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Erkennungssequenzen sind durch ihre palindromisSiriktur gekennzeichnet. Dies

bedeutet, dass die Basenabfolge der gegenlaufigang® an der betreffenden Stelle, jeweils
in 5’-3’-Richtung gelesen, identisch ist. Komplex@equenzen kommen sehr selten in
identischer Form in unserem Genom vor, sodass E@awih langen Erkennungssequenzen
sehr spezifisch an nur wenigen Stellen des Genohmgeglen kdnnen. In unseren Versuchen
konnten Mutationen dadurch nachgewiesen werdens dahsch die Basenaustausche
Erkennungssequenzen flr geschickt gewéhlte Restrdgnzyme entstehen, wahrend die
betreffenden Enzyme den Wildtyp des Gens nichtreré&e und daher auch nicht schneiden.

6.1.12 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmiden aus Bakterien erfolgté dem QIAprep Spin Miniprep Kit.
Zunachst wurde das Kulturmedium zur VermehrungreBakterienkolonie nach mindestens
sechzehnstundiger Inkubation fur drei Minuten H@#@ rpm zentrifugiert, sodass am Boden
des Behaltnisses ein Bakterienpellet entstand. tlgelRden wurden die Bakterien nach
Resuspension (25 Qiagen Puffer P1) durch Zugabe von 26@uffer P2 (Qiagen) lysiert.
Durch das enthaltene SDS wird die Zellmembran add$gie wahrend durch Einstellen
alkalischer Bedingungen Plasmid-DNA und chromosentaNA denaturiert werden. Durch
Festsetzen der Lysezeit auf maximal 6 Minuten vgeahrleistet, dass mdglichst viel
Plasmid-DNA und nur wenig chromosomale DNA freigesevird. AnschlieRende Zugabe
von 350ul Puffer N3 (Qiagen) neutralisiert die Losung. Diehe Salzkonzentration des
Puffers sorgt fur eine Prazipation von Proteinegljdétritus und chromosomaler DNA, die
Plasmid-DNA renaturiert dagegen und bleibt in Lasubdaher wurde der bei anschlie3ender,
zehnminiitiger Zentrifugation entstandene Uberstand ein  Zentrifugenréhrchen mit
Silikagelmembran  Uberfihrt, der Niederschlag, depwahl die entstandenen
Bakterienfragmente als auch die an der Zellmembedoundene genomische Bakterien-DNA
enthalt, dagegen verworfen. Die im Uberstand etghal Plasmid-DNA wurde bei der
nachfolgenden Zentrifugation an die Silikagelmembgabunden. Nach zwei Waschschritten
mit Puffer PB (Qiagen) und PE (Qiagen) konnte diasiid-DNA in 50ul Puffer EB

(Qiagen) eluiert werden und stand fur eine weitéavendung zur Verfligung.



6 Methoden 57

6.2 Spezielle Methoden und deren Etablierung

6.2.1 Nachweis der Mutationen Y165C- und G382D

Die Identifikation von Tragern der beideviYH-Hotspotmutationen Y165C und G382D
erfolgte nach PCR-Amplifikation der Exons 7 undde3MYH-Gens bei 352 Patienten durch
Restriktionsverdau mit den Enzymeéviwol beziehungsweisdglll. Jeder Patient wurde

sowohl auf das Vorliegen der Y165C- als auch deB8ZEBVariante untersucht. Bei allen
Probanden konnte der Status beider Genorte bestivenden.

6.2.1.1 Vermehrung der zu analysierenden Genalgehni

Da derMYH-Genotyp der Patienten in der Keimbahn bestimmtdesrsollte, erfolgte die
Extraktion der DNA aus unauffalliger Kolonschleinib#6.1.2.1) oder aus Blutlymphozyten
(6.1.2.3) der zu untersuchenden Personen. In dgelReurden zunachst Verdinnungen der
DNA-Stocks im Verhaltnis 1:50 mit einem Nukleinsdamteil von ca. 9Qg/ml hergestellt,
indem 10ul der urspriunglichen DNA-L6sung zu 490 sterilem Wasser gegeben wurden.
Unter Verwendung der in Abschnitt 5.2.2.2.2 angegeln Primer wurden die Exons 7 und
13 sowie die jeweils angrenzenden Abschnitte deatigbarten Introns (Abb. 8 und 9) fur
jeden Patienten durch eine Standard-PCR (6.1.5)iel&dtigt. Als PCR-Reaktionspuffer
wurde Puffer A eingesetzt.

ctt ccct ggaggt gagagccaccct agggt aggggaaat aggaacgat agagggact gacgggt gatctctttga
cct ct gat cct acccacaggaggt gaat caact ct gggct ggcct ggget act at t ct cgt ggccggeggcet gca

ggagggagct cggaaggt aaggggat ggcaggagggt aggaacccaggagt ct t gggt gt ct t at aat ct t gagt
ctt gcact ccaat caggt ggt agaggagct agggggccacat gccacgt acagcagagaccct gcagcagct ¢

Abbildung 8: PCR-Produkt zur Analyse desMYH-Exons 7

Die erzeugten PCR-Produkte entsprechen der gDNAxSerder Patienten. Die Primer sind fett gedruobdt,
grau hinterlegte Bereich entspricht dem Exon 7.lgieder Y165C-Mutation ausgetauschte Base igharkiert
(Wildtyp a; Mutante g).

ggaacagcct ggggcecct t ggggcccaaat t ct gct ggt gcagaggcccaact caggt acct ggat act gggegt
ggagggcagt ggcat gagt aacaagagagaat ggagggaat cggcagct gaggcct gacccct gect ggect gecce
tccct ct caggt ct gct ggcaggact gt gggagt t cccgt ccgt gacct gggagecct cagagcagcet t cagegce
aaggccct gct gcaggaact acagcgt t ggget gggeccecct cccageccacgeacct ccggeacct t ggggaggt a
agt gagcagcggaat agccaaggat gt t ggct t t t gaggct at at ccacaggcectatttg

Abbildung 9: PCR-Produkt zur Analyse desMYH-Exons 13

Die erzeugten PCR-Produkte entsprechen der gDNAkSerider Patienten. Die Primer sind fett gedrudét,
grau hinterlegte Bereich entspricht dem Exon 1% bei der G382D- Mutation ausgetauschte Base tst ro
markiert (Wildtyp g; Mutante a).
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AnschlieRend wurden jeweils 10l der Produkte auf ein zweiprozentiges Agarosegel
aufgetragen (Abb. 10 und 11) und die Produkte i3 Minuten bei 110 V aufgetrennt
(6.1.4). Zeigten sich Banden, die einer Lange vd@8 Basenpaaren fir Exon 7
beziehungsweise 360 Basenpaaren flr Exon 13 eoksgraso wurden die restlichen gb
der PCR-Produkte fur die weitere Analyse aufgegtinind in den nachsten Schritten

weiterverarbeitet.

Abbildung 10: Agarosegel detMYH-Exon 7 PCR-Produkte

PCR-Produkte, die die Mutation enthalten (Y165Cné&.d0) beziehungsweise dem Wildtyp
(WT; Lane 11) entsprechen, dienten im nachfolgendlerdau als Kontrollen (siehe auch
6.2.1.2). Die Patientenproben sind auf den Laneés &ifgetragen. Auf Lane 1 ist der
Langenstandard aufgetragen.

6.2.1.2 Herstellung der Positiv- und Negativkorné&wol

Zur Herstellung einer Kontrolle, die dem unmutiarWildtyp entspricht, wurden die Exons 7
und 13 desMYH-Gens einer gesunden Person mittels PCR vermehdchikelRend
aufgereinigt und durch Sequenzierung kontrolliedhh die Basenabfolge dem Wildtyp
entspricht. Die PCR-Produkte wurden dann in einektdt einkloniert (6.1.9) und Bakterien
damit transformiert (6.1.9.2). Jeweils 6 inserttrade Kolonien wurden in einem
Flissigmedium weiter vermehrt und schlie3lich diasmid-DNA durch Minipraparation
(6.1.12) isoliert. Durch Direktsequenzierung wurdiggse Plasmide kontrolliert und fir jedes
Exon jeweils ein Klon als Negativkontrolle gewahit.einer Verdiinnung von 1:100 konnten
die isolierten Plasmide als Negativkontrolle in adeziteren Reaktionen dienen.

Zur Herstellung der Positivkontrollen wurden 50 dgr Plasmide in diesite-directed-
mutagenesis-Reaktion (6.1.10) eingesetzt. Nach Transformation Bakterien mit den aus
dieser Reaktion hervorgegangenen, mutierten Plasmidurden wiederum 6 Kolonien pro
Exon entnommen und im Flussigmedium weiter vermeldch Plasmidextraktion mittels

Minipraparation konnten diese direkt sequenzientder und diejenigen Klone identifiziert
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werden, die das Exon-7-Produkt mit der Y165C-Motatibeziehungsweise das Exon-13-
Produkt mit der G382D Mutation in ihren Plasmideagen. Die durch Minipraparation
gewonnenen Plasmide wurden dann 1:100 verdunnteatgprechend den Patientenproben
durch eine PCR vermehrt (Abb. 11). Dabei wurden Hien-7-Wildtyp- und Y165C-
Plasmide nur in einer PCR mit Exon 7 spezifischem&n eingesetzt, und die Exon 13

tragenden Plasmide nur in Reaktionen mit Exon ¥Zifipchen Primern verwendet.

Abbildung 11: Agarosegel deMYH-Exon 13 PCR-Produkte

Die beiden starken Banden rechts aufl3en entspredderPCR-Produkten, die durch Einsatz von Exon-13-
Wildtyp- und G382D-Plasmiden in die PCR erzeugtdeur (Lanes 10 und 11). Sie dienen im anschlieRenden
Restriktionsverdau als Kontrollen. Die G382D-Pladeivurden durclsite-directed-mutagenesis erzeugt. Die
Patientenbanden sind anonymisiert beschriftet (£&18), die Blindprobe (B; Lane 12) ist negativ.f Aane 1

ist der Langenstandard aufgetragen.
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6.2.1.3 Auswahl geeigneter Restriktionsenzyme

Um die Hotspotmutationen Y165C (494 A>G) und G382M396 G>A) durch
Restriktionsschnitt identifizieren zu kdnnen, masgweils ein Restriktionsenzym gefunden
werden, das nur die Mutante, nicht aber den Wildtmeidet (Tab. 8).

Tabelle 8: Charakteristika der RestriktionsenzymeBgIII und Mwol
An mit N gekennzeichneten Stellen kann eine bajelase stehe®ie Pfeile ¢) markieren die Schnittstellen.

Enzym Erkennungssequenz Schnittstelle Temperatur
Mwol 5...GCNNNNNNNGC...3' | 5...GCNNNNN'NNGC...3’ 60°C
3'...CGNNNNNNNCG...5" | 3...CGNN,NNNNNCG...5’
BgITl 5...AGATCT...3 5...A'GATCT...3’ 37°C
3..TCTAGA...5 3..TCTAGA...5

Die Erkennungssequenz des Enzyms sollte daherinomakin dem Amplifikat vorhanden
sein und muss den bei der Mutation veranderteni&esnthalten. Wahrend das Enzym den
Wildtyp nicht schneiden kann, entsteht durch AusthAueiner einzigen Base an definierter
Stelle die Erkennungssequenz des Enzyms. Fur das ExPCR-Produkt zeigte sich das
EnzymMwaol, fir das Exon 13-ProduBglII als geeignet (Abb. 12 und 13).

Wildtyp Homozygote Mutation
.ggctg{gcctgggctacltattc. .. . ggctg{gcctgggctgcltattc. ..
' Y165C R
/\M PCR-Produkte f‘\\ ‘{ \,\ / i
\f\ L _> ; ’ 4 4_ | \ A‘ ’ \J(\\ /’ \l
— Ne - ~
N 2980bp Wt MuT 175bp N
= Mwol L J Mwo | =
. . Sy : v
Kein Schnitt Restriktions- 123bp Schnitt
|. %6 ggcttattc. % | | i ggctgigcctggﬁlgctgcltattc. s |

Abbildung 12: Entstehung der Erkennungssequenz voWwol durch die Y165C Mutation

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Exon 7. Durclke ®lutation Y165C (494 A>G) (rot gedruckt und im
Sequenzausdruck mit Pfeil markiert) entsteht dikeBnungssequenz fiMwol (griner Kasten rechts oben),
sodass das PCR-Produkt geschnitten werden kanan(wathts). Der linke Sequenzausdruck entspricht de
Wildtyp (A homozygot), der rechte der Mutante (Gnfuzygot). Im Falle der Mutante liegen nach
Restriktionsverdau zwei kiirzere Fragmente vor fasté\garosegel rechts), wahrend das Wildtypprodidtit
geschnitten wird (unteres Agarosegel links).

WT=Wildtyp; MUT=Mutante mit Y165C Mutation
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Wildtyp Homozygote Mutation

...tccectetdaggtetgetggea. .. . tccctctgctggca. ..

G382D R
>

G'G
PCR-Produkte
/\
- r /\ i

— —
= 360bp wr mut 201bp =
ol Bgl 11 L, - J Bgill | &
. . adteel ° | . v
Kein Schnitt Restriktions- 159bp Scrinltt
I. g tccctctgctggca. 5 | | o tccctctcEl |gatct|gctggca. s |

Abbildung 13: Entstehung der Erkennungssequenz voBglll durch die G382D Mutation

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Exon 13. Duréd Blutation G382D (1396 G>A) (rot gedruckt und im
Sequenzausdruck mit Pfeil markiert) entsteht dikeBnungssequenz fiBglll (griiner Kasten rechts oben),
sodass das PCR-Produkt geschnitten werden kanan(wathts). Der linke Sequenzausdruck entspricht de
Wildtyp (G homozygot), der rechte der Mutante (Anfuzygot). Im Falle der Mutante liegen nach
Restriktionsverdau zwei kiirzere Fragmente vor fasté\garosegel rechts), wahrend das Wildtypprodidtit
geschnitten wird (unteres Agarosegel links).

WT=Wildtyp; MUT=Mutante mit G382D Mutation

6.2.1.4 Restriktionsverdau der PCR-Produkte
Zu 10 pl der durch Amplifikation von Patienten-DNA erzeegt aufgereinigten PCR-
Produkte wurden pro ProbeuBWasser, 1, NEB-Puffer 3 und 0,5 des auf das jeweilige

Produkt abgestimmten Restriktionsenzyms gegebenKAahtrollen wurden jeweils bl der

aus den Wildtypplasmiden, beziehungsweise den neniePlasmiden, gewonnenen PCR-
Produkten (6.2.1.2) mit bl Wasser gemischt und ebenfalls mit Wasser, Pufifel Enzym
versetzt. Zusatzlich wurde stets ein Gemisch awsiie 5 ul Wildtyp- und Mutanten-PCR-
Produkt zur Simulation einer heterozygoten Keimlmahtation mitverdaut (siehe Abbildung
19). Der Ansatz fir Exon 7 mKiwol wurde aufgrund der Anforderungen des Enzyms und
seiner Kinetik fur drei Stunden bei 60°C in einerhefimocycler inkubiert, wahrend der
Ansatz mitBglII nur fir eine Stunde bei 37°C in einem Heizblodiwimert werden musste.
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6.2.1.5 Identifikation der Mutationstrager im Agsegel

Die mit Restriktionsenzymen behandelten PCR-Pradulturden auf ein Agarosegel

aufgetragen und bei 110 V aufgetrennt. Durch Verhleder Wanderungsstrecken der
Patientenproben mit denjenigen der Positiv- und ategontrollen war es maoglich,

homozygote sowie heterozygote oder compound hetgote Y165C- und G382D-

Mutationen zu identifizieren.

Der Exon 7-Wildtyp zeigte dabei nur eine Bande 288 Basenpaaren, wahrend die Mutante
Banden bei 123 und 175 Basenpaaren aufwies (Abb. 14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M1 12

Abbildung 14: Restriktionsverdau der MYH-Exon 7-PCR-Produkte

Dargestellt ist ein Agarosegel nach Restriktiondserder Exon 7-PCR-Produkte mehrerer Patientemnudl .

Die drei ganz rechts aufgetragenen Proben (Lanelk?)@ind die Kontrollen. Wahrend die Wildtyp-Préck
(WT; Lane 12) nicht geschnitten werden, wird iml&aler Positivkontrolle (Y165C; Lane 11) die gessaudNA
geschnitten (weiter gewanderte, mit Pfeil marki&#ade). Bei Verdau einer Mischung aus mutatiogsinden
Produkten und Wildtyp-Produkten (Hetero; Lane 1@dvein Teil der DNA geschnitten (Pfeil) und daddBi
einer heterozygoten Mutation simuliert. Die Zusatmben, die das Vorliegen einer heterozygoten Y165
Mutation bei den Patientenproben (Lanes 2-6) aezeigind mit Pfeilen markiert. Die Schnittfragmestellen
sich trotz kurzer Auftrennungszeit aufgrund ihreb@endifferenz andeutungsweise als 2 Banden dar.

Analog dazu entstand beim Exon 13-Wildtyp nur eBende bei 360 Basenpaaren, die
Mutante weist dagegen aber bei 159 und 201 Basemp&anden auf. Bei heterozygotem
Genotyp zeigen sich jeweils alle drei Banden (ALH).
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5 8 7 8 9 10 11 12

Abbildung 15: Restriktionsverdau der MYH-Exon 13 PCR-Produkte

Dargestellt ist ein Agarosegel nach Restriktiondserder Exon 13-PCR-Produkte mehrerer PatienteBgtit

Die drei ganz rechts aufgetragenen Proben sin&digrollen (Lanes 10-12). Wahrend die Wildtyp-Prkidu
(WT; Lane 12) nicht geschnitten werden, wird iml&aler Positivkontrolle (G382D; Lane 11) die gesaDNA
geschnitten (weiter gewanderte, mit Pfeil marki&#ande). Bei Verdau einer Mischung aus mutatiogsimden
Produkten und Wildtyp-Produkten (Hetero; Lane 1@dvein Teil der DNA geschnitten (Pfeil) und daddBi
einer heterozygoten Mutation simuliert. Die Zusatailen, die das Vorliegen einer heterozygoten G382D
Mutation bei den Patientenproben (Lanes 2-4) aergigind mit Pfeilen markiert. Die beiden Schretffimente
stellen sich aufgrund geringer Langendifferenz kmder Auftrennungszeit als eine gemeinsame Baade d

Bei der Gelelektrophorese der verdauten Probenevdas Bandenmuster nach 15 Minuten
beurteilt. Bei geschnittenen Produkten war benestsh dieser kurzen Zeit eine zusétzliche,
etwas weiter gelaufene, Bande bei gleichzeitigenfallder Intensitat der Bande der

ungeschnittenen DNA erkennbar. Danach wurde dasirGAbstadnden von 5-10 Minuten

kontrolliert und die Lange der Produkte bestimmtidhAénd die beiden Schnittfragmente
zunachst nur als gemeinsame Bande auffielen, etdkanan bei langerer Auftrennungszeit,
dass es sich um zwei verschieden lange ProduktgehanDie Kontrolle nach 15 Minuten

diente vor allem dazu einen heterozygoten Stattl#t au Ubersehen. Da hierbei lediglich die
Halfte der DNA geschnitten wird, entfallt nur cirea Viertel der urspringlich unverdauten
DNA-Menge auf die Banden der beiden Schnittfragmesbdass diese sich bei zu langer

Wanderung im Gel nur noch schwach darstellen (Abh.

25 min 30 min
Laufzeit Laufzeit

20 min
Laufzeit

"\‘
=

o
A

Abbildung 16: Intensitat der DNA-Banden nach Restrktionsverdau im Zeitverlauf
Dargestellt ist ein RestriktionsverdaBg(ll) der MYH-Exon 13 PCR-Produkte eines fir die
G382D Mutation heterozygoten Patienten. Durch mgdaAuftrennung im Agarosegel kann die
heterozygote Mutation leicht (ibersehen werden
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6.2.2 Mutationsanalyse anderer Bereiche déd YH-Gens

Zur lIdentifizierung weiterer Mutationen wurden geofeile des MYH-Gens mittels

Sequenzierung analysiert.

6.2.2.1 Amplifikation der gewiinschten Genabschnitte

Nach DNA-Extraktion aus Kolonschleimhaut oder Bhairden die Exons 2 bis 14 unter
Einsatz spezifischer Primer (5.2.2.2.2) durch P@Rnehrt. Als PCR-Reaktionspuffer wurde
Puffer B eingesetzt.

Durch die geringe Lange der Introns 3-13 wurdenkkens 3-5, 6-8, 9-11 sowie 12-14 mit
dazwischenliegenden Introns als jeweils drei Examhaltende Fragmente vermehrt
(Abb. 17).

A: 598 Basenpaar Produkt der Exons 3-5

ccacaggct gct gt gt cccaagaccct gat gcacagcct gt gcagggat gat t gct gagt gt cct ggggccccagcaggcect ggccaggcagec
ggaagaggt ggt at t gcaggcct ct gt ct cct cat accat ct at t cagagacgt agct gaagt cacagcct t ccgagggagcct gct aagct gg
t acgaccaagagaaacgggacct accat ggagaagacgggt aggcaggcgaggagcagggacagt gggt gggaggcaggcacccagccccct cc
accctaact cctcat ct ggggt t gcat t gacaggcagaagat gagat ggacct ggacaggcgggcat at gct ggt cagt acat ct cct gagagc
agggccactttgcct cgaggecct t gggt ct gggggcet gt gggccaggt aggggcaggt cagcagt gt cct cat gccaacccctttcccccagt
gt gggt ct cagaggt cat gct gc agcagaccca ggttgccact gt gat caact

act at accggat ggat gcaggt gact ccaggggaggaagggaagggt cat gggt cagaccccagat gagagcctc

B: 579 Basenpaar Produkt der Exons 6-8

ctttggggt gggt gt agagaaggcttcctct accaccttcacccttgaccttgtctctttctgectgect gt g get at agaagt ggecct acac
t gcaggacct ggccagt gct t ccct ggaggt gagagccaccct agggt aggggaaat aggaacgat agagggact gacgggt gat ct ct tt gac
ctctgat cct acccacaggaggt gaat caact ct gggct ggcct ggget act att ct cgt ggccggegget gcaggagggagcet cggaaggt aa
ggggat ggcaggagggt aggaacccaggagt ctt gggt gt ctt at aat ct t gagt ct t gcact ccaat caggt ggt agaggagct agggggcca
cat gccacgt acagcagagaccct gcagcagct cct gcct ggcgt ggggegcet acacagct ggggecat t gecct ct at cgecttt ggccaggt g
at ct cacagcccacccccactttgtgecgtgcccagectccttcctcccagecccagget aactctttggeccct ct gt gccaggcaaccggt gt g

gt ggat ggcaacgt ag

C. 720 Basenpaar Produkt der Exons 9-11

gt gcccagcectccttcctcccagecccaggcet aact ctttggeccct ct gt gccaggcaaccggt gt ggt ggat ggcaacgt agcacgggt get g
tgccgt gt ccgagecat t ggt gect gat cccagcagcaccctt gttt cccagcagcet ct ggt aggat gt t ggggt aacaagggt get t caggggt
gt ct gcaaaggagct ct gctt cacagcagt gttcccttctttt aggggt ct agcccagcagcet ggt ggacccagcccggccaggagat tt caac
caagcagccat ggagct aggggccacagt gt gt accccacagcgcccact gt gcagccagt gccct gt ggagagcct gt gccgggcacgccaga
gagt aagcct act ggggaaggggcagt gagaagt cct aaggagt gact ct gccct at gacact caaccct gt gcct ct caggt ggagcaggaac
agct ctt agcct cagggagcect gt cgggcagt cct gacgt ggaggagt gt ggt gagcaccaaacct agcccccaccccaacccttcct ggccca
gt cagaagccccattccagttct

D: 842 Basenpaar Produkt der Exons 12-14

tctaggttggcccct aaageccct ctt ggett gagt agggt t cggggat ct ccgtt cccaget cccaacact ggacagt geccacct gt gect gec
tccct cggagccct gggaccagaccct gggagt ggt caact t ccccagaaaggccagccgcaagccccccagggaggagagcet ct gccacct gt
gtt ct ggaacagcct ggggccct t ggggcccaaat t ct gct ggt gcagaggcccaact caggt acct ggat act gggcgt ggagggcagt ggca
t gagt aacaagagagaat ggagggaat cggcagct gaggcct gacccct gcct ggct gccct ccct ct caggt ct gect ggcaggact gt gggag
ttcccgt ccgt gacct gggagecct cagagcagct t cagcgcaaggcecct gect gcaggaact acagegt t gggcet gggcccct cccageccacgce
acct ccggcacct t ggggaggt aagt gagcagcggaat agccaaggat gt t ggcttt t gaggct at at ccacaggcct att t gaacccctt gac
ccttcctccaggttgtccacaccttctctcacat caagct gacat at caagt at at gggct ggcct t ggaagggcagaccccagt gaccaccgt
accaccaggt gct cgct ggct gacgcaggaggaat tt cacaccgcagct gttt ccaccgccat gaaaaaggcactacctttgttgtctttgttg
tacttccttgtgtttcctacatgttctacat gaatatattactgtgtaaacaggaaaaaaagcatttttttttgagacggagaat cgct

Abbildung 17: PCR-Amplifikation der Exons 3-14

Die 12 Exons wurden samt dazwischenliegenden latrechnitten in vier Fragmenten vermehrt. A: Exoby 3-
B: Exon 6-8; C: Exon 9-11; D: Exon 12-14. Die Prinsind fett und kursiv hervorgehoben. Exons sinalugr
hinterlegt. Die Sequenzen entsprechen der gDNA.

Die Exon 1-Formen d, 1B, 1y und 2 wurden wegen den relativ grof3en Introns d 2n
einzeln amplifiziert (Abb. 18 und 19). Durch diesésrgehen konnte nahezu das gesamte
MYH-Gen mit nur sechs PCR-Reaktionen analysiert werblietben den erwéhnten Exons
wurden die Introns 3, 4, 6, 7, 9, 10, 12, 13 kott@enplifiziert. Zusatzlich konnten jeweils
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Anfang und Ende der Introns 2, 5, 8, 11 und deraAgfdes Exons 14 amplifiziert und auf

Auffalligkeiten untersucht werden. Nicht untersushirden die Exons 15 und 16.

ct gcgggagct gaaact gcgecat cgt cact gt cggeggeclljacacegeticgticticccgecigagiiegiictigiiggot acgct ggact t gcgg
tccgt ctcct ggcgeggt t caggcagt cggggat ggggeggggt ct cgecgt cgggt cgecgat gggt cgaact t ccgt t cagacgt cccgggt
ccggecgeggggaaggeagect ggegegeget aat t gect at t ggect gt get gecgget cgcageccgggt ggacccgagecacgecccct gga
gt gcgccggaaagecgggegeget agaget cgegggaggt aat ettt ct ct cet get ¢t cgeggegggaacgeggggect cegt gt t et get gt

cttcat cagcgt gggccgcgggt agggggt agt ggggt ggct gggt t t ggget t t ccagagaaggt gacget gect gaget gaget t aaagcac
gcccaggagtta

Abbildung 18: PCR-Amplifikation der MYH-Exon 1 Formen

Das Exon & ist dunkel, das Exonplhell unterlegt. Das Exonyliegt dazwischen. Die Primerbereiche sind fett
und kursiv dargestellt. Das Startkodon ist rot gekt. Das betreffende gDNA-Fragment umfasst 482
Basenpaare.

cctt ggaaggcect caaaat t t ggect cat t gt gact gact gcttt ggct gggt cttttt gttt caggccat cat gaggaagccacgagcagecg
t gggaagt ggt cacaggaagcaggcagccagccaggaagggaggcagaagceat gct aagaacaacagt caggccaagcect t ct gecct gt gat gg
t aaggaact aggt t gt ggcccaaggct cat t ggccat gaaaggcagat t cagg

Abbildung 19: PCR-Amplifikation des MYH-Exons 2
Dargestellt ist die gDNA-Sequenz des 241 bp larfgagments. Die Primer sind fett und kursiv hervbageen,
das Exon 2 ist grau hinterlegt.

6.2.2.2 Auftrennung und Aufreinigung der PCR-Prdduk

Jeweils 10ul des PCR-Ansatzes wurden im Agarosegel aufgetrendt die Ladnge des

entstandenen Produkts bestimmt (Abb. 20). Dieichsth 40ul des Ansatzes wurden mit
Hilfe des PCR-Purification Kit aufgereinigt und ein Teil davon in die nachfolgend

Sequenzierreaktion eingesetzt.

<+Exon—» M 2 3568 7 9111214 13

1 2 <+lLane-» 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 20: Agarosegel der PCR-Produkte deMYH-Exons 1-14

Die oberen Zahlen geben an, welchen Exons das ligavdProdukt entspricht. Der Marker (M) dient der
GrolRenbestimmung der Fragmente. Im rechten TeilAtddildung sind neben den groRen PCR-Produkten zur
Analyse weiter Teile voMYH (Lanes 2, 4, 5, 6, 8, 9; siehe Abb. 17) auch thm&ren Fragmente (Lanes 7 und
10) zur Identifizierung der Hotspotmutationen (siékbb. 8 und 9) durch Restriktionsverdau aufgetnage
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6.2.2.3 Sequenzierungsreaktion und Analyse derrizddelge

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde in einen Serjaemgs-PCR-Ansatz gegeben und die
Sequenzierungsreaktion in einem Thermocycler naoh ith Abschnitt 6.1.8.1 beschriebenen
Temperaturschema durchgefiihrt. Nach der Aufreirdgkonnte der gesamte Ansatz in einen

Sequenzierautomaten gegeben und die Basensequenméisch bestimmt werden.

6.2.3 MYH-Transkriptanalyse

Um beurteilen zu kdnnen, ob verschiedene Variaotédarer Pathogenitat im Intronbereich
desMYH-Gens das Pra-mRNA-Splei3en beeinflussen kdnnerdemudie mRNA-Abschnitte

der Exons 1 bis maximal 7 bei den betroffenen Rtdre analysiert und mit den mRNAs
gesunder Probanden verglichen. Hierzu wurde dueelrse Transkription (6.1.6) von der

MRNA die entsprechende cDNA erzeugt und analysiert.

6.2.3.1 Herstellung und Vermehrung von cDNA

Von der aus frischem Blut isolierten Gesamt-RNA1(3.4) wurde durch Reverse
Transkription unter Einsatz von Oligo-dt-Primern2(2.2.3) gezielt die mRNA in cDNA
umgeschrieben (6.1.6.1). Anschlielend wurden diergdersuchenden Abschnitte der mRNA
mittels RT-PCR amplifiziert. Als Reaktionspuffer mle Puffer C eingesetzt. Um sowohl die
a-Transkripte als auch digTranskripte beurteilen zu kénnen, die sich in ifeSequenz
und damit ihrem ersten Exon unterscheiden, wurdesi zerschiedene Forward-Primer fur
die RT-PCR verwendet (5.2.2.2.4). Durch Nutzung dosi verschiedenen Reverse-Primern
(5.2.2.2.4) wurden Produkte unterschiedlicher Langergestellt. Nachdem eine
Produktbildung Uber Nachweis von DNA-Banden im Axg@gel sichergestellt werden
konnte, wurden die verbliebenen 4@ PCR-Ansatz mit demPCR-Purification-Kit

aufgereinigt und in den nachfolgenden Schritterteveerarbeitet.

6.2.3.2 Gezielte Vermehrung und Analyse einzelmanskripte

Eine Sequenzierung der in 6.2.3.1 erzeugten PCRuRte wirde aufgrund des alternativen
SpleiRens und der damit verbundenen Bildung vezdehnister mRNAs vielfach Uberlagerte
und daher nicht auswertbare Signale ergeben. Desinadsten die von den unterschiedlichen
MRNAs abgeschriebenen cDNAs einzeln in Bakteriemeért werden, sodass dann jeweils
nur eine der alternativen Formen in vielfacher Koporlag und sequenziert werden konnte.
Hierzu wurden die aufgereinigten PCR-Produkte fsitt€A-Klonierung in ein Plasmid

integriert. Anschlielend wurden Bakterien mit dernfashidansatz transformiert, auf
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Selektivagar ausgestrichen und Uber Nacht bei 3vé@nehrt. Inserttragende Kolonien
wurden mittels Blau-Weil3-Screening ausgewahlt unglissigmedium tbertragen.

Nach Vermehrung einzelner Kolonien im Flussigmediwarden die Plasmide durch
Minipraparation isoliert. Im nachsten Schritt wunddiese direkt in eine Sequenzierungs-PCR

eingesetzt und dann in einem Sequenzierautomajsierdl

6.2.4 Analyse vorM YH-Intron 1

Das gesamte 5708 Basenpaare lange Intron 1 zwidEken 1o und Exon 2 wurde auf

Varianten untersucht, die mdglicherweise Spleil&etérursachen konnen.

6.2.4.1 Amplifikation des gewiinschten Genabschnitts

Aufgrund der Lange von Intron 1 wurde der betrefienGenabschnitt in mehrere
Uberlappende Fragmente unterteilt (Tab. 9). Diesed@n jeweils mit Hilfe eines fur das
jeweilige Fragment spezifischen Primerpaars (82242.mittels Standard-PCR in einem

Thermocycler amplifiziert. Der Einsatz von Puffeef@ab hierbei die starksten Produkte.

Tabelle 9: PCR-Fragmente zur Analyse desYH-Introns 1
Die Fragmente 1 und 6 mussten zur besseren Seguegrkieit aufgrund ihrer Lange in jeweils zwei Fregte
unterteilt werden.

Fragment; 1A 1B 2 3 4 5 6A 6B
Grolie: 559bp| 468bp 952bp | 1000bp| 990bp 968bp 672bp 596bp

6.2.4.2 Analyse der Basenabfolge

Jeweils 10yl der generierten PCR-Produkte (6.2.4.1) wurden einem Agarosegel
aufgetrennt und die Lange der Produkte bestimmtVBdiegen geeigneter Produkte wurden
die restlichen 4@l mit Hilfe desPCR-Purification Kits aufgereinigt. Das aufgereinigte PCR-
Produkt wurde in einen Sequenzierungs-PCR-Ansagelgn. Nach Aufreinigen der in der
nachfolgenden Sequenzierungsreaktion entstandemoelul®e konnte die Basensequenz der
Fragmente in einem Sequenzierautomat automatischtelt werden. Aufgrund abfallender
Signale im Verlauf eines sequenzierten Produktsw&inmmer nur die ersten 500 bis 600
Basenpaare eines PCR-Produktes durch Sequenziereer eurteilt werden. Deshalb
wurden die deutlich langeren Fragmente jeweils $bwo Sense- als auch in Antisense-
Richtung sequenziert. Unter Einsatz des Forwarmhéhs konnte die Basenabfolge von 5
nach 3’ und unter Einsatz des Reverse-Primers vomaéh 5 bestimmt werden. Durch
Zusammenfassung beider Informationen konnte so B#senabfolge des gesamten

Fragmentes bestimmt werden. Varianten konnten dufehgleich der entsprechenden
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Patientensequenz mit der in Datenbanken bescheebéntron 1-Sequenz identifiziert
werden. Bei den Fragmenten 2-4 mussten zum vollgjdn Sequenzieren aufgrund
abfallender Signalstarken neben den zur Amplifd@trerwendeten Primern die in Abschnitt

5.2.2.2.5 angegebenen Primer eingesetzt werden.
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7 Ergebnisse

7.1 Screening der beiden Hotspotmutationen Y165CGB82D

Es wurde die Haufigkeit der beiden Hotspotmutationél65C und G382D in den
verschiedenen Patientengruppen mit der in 6.2.¢hoebenen Methode bestimmit.

7.1.1 Vorliegen der Mutationen in der gesunden Nor@abevolkerung

7.1.1.1 Charakterisierung der Patientengruppe

Es wurden 116 Patienten untersucht, die an keirmBrkrankung litten (Tab. 10). Die

Koloskopien wurden hauptséchlich zur Krebsvorsahgehgefihrt.

Tabelle 10: Charakteristika der gesunden Probanden

Patienten- Manner Erauen Alter Altersrange
anzahl (Jahre) (Jahre)
116 54 62 54,7+16,2 18-83

7.1.1.2 Haufigkeit mono- und biallelischer Mutaton
Eine heterozygote Y165C-Mutation konnte bei zweidpdinnen (H308; H446) identifiziert

werden. Es wurde keine G382D-Mutation nachgewieg@iner der Patienten zeigte eine
homozygote oder compound heterozygote Mutation. l&en betroffenen Patientinnen
waren zum Zeitpunkt der Untersuchung 54 Jahre (IHB83iehungsweise 77 Jahre (H446) alt
und wiesen drei beziehungsweise zwei hyperplagtiBdiypen auf.

Die Allelhaufigkeit fur Y165C lag bei zwei pro 23&llele. Somit wiesen 0,86% der

untersuchten Allele diese Mutation auf. Die Alletjuenz fir G382D konnte in der

Normalbevdlkerung nicht bestimmt werden.
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7.1.2 Vorliegen der Mutationen bei Adenom- und Karmompatienten

7.1.2.1 Charakterisierung der Patientengruppe

131 Patienten wiesen kolorektale Adenome oder

Kamme auf (Tab. 11).

Die

Patientengruppe kann in Patienten mit kolorektalelenomen, Patienten mit kolorektalen
Karzinomen ohne zusatzliche Adenome sowie PatientiénAdenomen und Karzinomen

unterteilt werden.

Tabelle 11: Patienten mit kolorektalen Adenomen untbder Karzinomen

: Patienten- . Alter Altersrange
Diagnose anzahl Méanner Frauen (Jahre) ( Jahre)g
Adenome 75 49 26 64,3+ 10,1 39-86

KRK 23 17 6 63,7+13,7 41-81

Adenome+KRK 33 23 10 69,8+9,6 47-82
Gesamt 131 89 42 65,5+10,9 39-86

KRK=Kolorektales Karzinom

Insgesamt konnten bei 108 Patienten mit Adenoménfsiznome geborgen und histologisch
gesichert werden. Dabei wurden 300 tubulare (59,3200 tubulovilldse (39,5%) und
lediglich 6 villése (1,2%) Adenome diagnostiziddie Mehrzahl war unter 5 mm grof3 und

wies leichte Dysplasien auf (Tab. 12).

Tabelle 12: Grol3e und Dysplasiegrad aller 506 hiskogisch untersuchten Adenome

Adenomgrolie Dysplasiegrad Gesamt
Ausprégung | <5mm | 5-10mm | >10mm | leicht | mittel | schwer
Anzahl 256 158 92 478 11 17 506
(%) (50,6) (31,2) (18,2) (94,5) (2,2) (3,3) (100)

Die Adenome waren relativ gleichméRig im gesamtefokektum verteilt. Distal der linken
Flexur lagen 65,1%, proximal davon 34,9% der Adea@iab. 13).

Tabelle 13: Lokalisation der 506 identifizierten Adenome

Lokalisation | Rektum | _. C & €. AU, Gesamt
sigmoideum | descendeng transversum | ascendens
Anzahl 65 121 143 69 108 506
(%) (12,9) (23,9) (28,3) (13,6) (21,3) (100)

Die 108 Patienten mit Adenomen (Patienten mit Adeso sowie Patienten mit Adenomen
und Karzinom) koénnen hinsichtlich der Polypenzahl weitere Untergruppen unterteilt
werden. So entfallen 308 Adenome auf 100 Patiemt¢ri-14 Adenomen und 198 Polypen

auf 8 Patienten mit mehr als 15 Adenomen.
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Von den 198 Adenomen der 8 Patienten mit mehr@al&denomen wiesen 151 eine tubulare
(76,3%) und 47 eine tubulovillése (23,7%) Wuchsfoauf. Bei den 100 Patienten mit
weniger als 15 Adenomen waren von insgesamt 30&&uden 149 tubulére (48,4%), 153
tubulovillose (49,7%) und 6 villdse (1,9%) Adenomdinsichtlich der Grél3e und des
Dysplasiegrades unterschieden sich die Polypebalden Gruppen nicht relevant (Tab. 14).

Tabelle 14: Grol3e und Dysplasiegrad in Abhéngigkeiton der Adenomzahl

Adenomgrolie Dysplasiegrad Gesamt
<5mm ?nir? >10mm | leicht mittel schwer
Patienten
mit >15 100 65 33 185 9 4 198
Adenomen (50,5%) (32,8%) (16,7%)| (93,4%) (4,6%) (2,0%)
(n=8)
Patienten
mit <15 156 93 59 293 2 13 308
Adenomen (50,6%) (30,2%) (19,2%)| (95,1%) (0,7%) (4,2%)
(n=100)

7.1.2.2 BiallelischeMYH-Mutationsstatus
7.1.2.2.1 Haufigkeit biallelischéYH-Mutationen

In der Gruppe von Patienten mit ausschlie3lich tedtalen Adenomen und auch den

Patienten mit Karzinomen aber ohne zusatzliche Anen wurde kein Patient mit
biallelischer Mutation identifiziert.

Allerdings wies ein Patient aus der Gruppe mit Amean und Karzinom (H503) sowohl eine
heterozygote Y165C- als auch eine heterozygote B38atation auf, sodass von einem
compound-heterozygoten Genotyp mit biallelischen-®mktivierung ausgegangen werden
kann. Hierbei handelte sich um einen von 8 Patrent# Giber 15 kolorektalen Adenomen. Im
Alter von 44 Jahren wurde bei dem Patienten eigen8iesektion mit Descendorektostomie
und Anlage eines protektiven Anus praeters beioperter Sigmadivertikulitis durchgefihrt.
Im Rahmen der histologischen Aufarbeitung des Rasekvurde zuféllig ein Sigmakarzinom
(pT1, NO, MO) auf dem Boden eines tubulovillésen eAdms diagnostiziert. Bei
Nachsorgekoloskopien wurden zwischen dem 50. und_&@ensjahr (November 2000 bis
Marz 2008) 107 Adenome in den verbliebenen Kolond lRektumabschnitten entfernt,

sodass hier von einer MYH-assoziierten PolyposiaRYauszugehen ist.
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7.1.2.2.2 Der Patient H503 im Vergleich mit andeAelenompatienten

Um herauszufinden, ob sich die bei MAP entsteherignome von Adenomen der Nicht-
MAP-Patienten unterscheiden, wurden die Charakileaisler geborgenen und histologisch
gesicherten Adenome des Patienten H503 mit demenignderer Adenompatienten
verglichen.

Aufgrund der wiederholten endoskopischen Polypel¢anbei jeweils hohen Polypenzahlen
konnten nicht fur alle 107 abgetragenen Adenomelsfimm Parameter (Lokalisation, GroR3e,
Wuchsform, Dysplasiegrad) erfasst werden. Die ténidig charakterisierten Adenome
kénnen jedoch als reprasentativ fur die GesamtleitAdenome dieses Patienten angesehen
werden. Die seit dem Jahr 2007 bei dem Patientéi8bgetragenen Adenome wurden im
Gegensatz zu den zuvor entfernten Adenomen sowieAdenomen der Ubrigen Patienten
histologisch nach der Wien Klassifikation (Schlempeal., 2000) beurteilt, sodass diese in
den Ausfiihrungen dieses Kapitels wegen fehlendegl¥iehbarkeit nicht bertcksichtigt
werden konnten.

Von den 67 bis 2007 abgetragenen Polypen konnterB¥essamtliche Charakteristika erfasst
werden. Hiervon waren 24% tubulovilldse und 76%utéle Adenome. Auch bei den anderen
von uns untersuchten Adenompatienten dominiertbnléwe Formen (58%). Tubulovillose
(40,7%) und villése (1,3%) Adenome kamen deutlieleser vor.

Die Adenome des MAP-Patienten H503 zeigten jedoehtlidh haufiger héhergradige
Dysplasien (Tab. 15). Wahrend bei sporadischen éwhem solche hohergradigen Dysplasien
meist erst in groReren Polypen beobachtet werdesew bei dem Patienten H503 héufig
kleine Adenome bereits mittlere oder schwere Dyseta auf. So waren finf der neun
Adenome des Patienten H503 mit mittleren oder soknv®ysplasien kleiner als 5 mm, drei
5-10 mm grof3 und nur eines tUber 10 mm grof3. Dagegeen bei den als Vergleichsgruppe
gewahlten 107 Adenompatienten 15 der 19 Adenomenittieren oder schweren Dysplasien

grofer als 10 mm, vier waren 5-10 mm grof3, keihgigadr als 5 mm.
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Tabelle 15: Adenomgrof3e und Dysplasiegrad bei bialischer M YH-Mutation

GrolRe und Dysplasiegrad der Adenome des Patieri®B kind den histologischen Kriterien der Adenoree d
100 Patienten mit weniger als 15 Adenomen und dBaffenten mit mindestens 15 Adenomen, jeweils ohne
nachweisbare biallelischiglYH-Hotspotmutation, gegenibergestellt. Bei Patiend3HE&llt ein hdherer Anteil
von Adenomen mit mittlerer oder schwerer Dysplég&ievorrangig <5mm groRen Adenomen auf.

Adenomgrolie Dysplasiegrad Gesamt
<S | 5101 210 e | mite | schwer
mm mm mm
Patient 31 3 3 28 7 2 37
H503 (83,8%) (8,1%) (8,1%) | (75,7%) (18,9%) (5,4%)
Patienten
mit >15 69 62 30 157 2 2 161
Adenomen (42,9%) (38,5%) (18,6%)| (97,6%) (1,2%) (1,2%)
(n=7)
Patienten
mit <15 156 93 59 293 2 13 308
Adenomen (50,6%) (30,2%) (19,2%)| (95,1%) (0,7%) (4,2%)
(n=100)

Bei dem Patienten H503 wurde sehr frih im Kranlkdveiiauf eine Sigmaresektion mit
nachfolgender Descendorektostomie wegen perfari&@igmadivertikulitis durchgefuhrt. In
der Folgezeit zeigte sich eine Haufung der AdenameKolon ascendens. Die anderen

verbliebenen Darmabschnitte waren deutlich seltbagpffen (Tab. 16).

Tabelle 16: Adenomverteilung im Kolon bei biallelisher MYH-Mutation
Vergleich der Lokalisation der Adenome im Kolorektales Patienten H503 (biallelischer Mutationss)atuis
derjenigen der Adenome von 107 Patienten ohneehgheMYH-Hotspotmutation.

Lokalisation | Rektum | . C & €. AU, Gesamt
sigmoideum | descendeng transversum | ascendens
Patient 1 1 0 6 29 37
H503 (2,7%) (2,7%) (0%) (16,2%) (78,4%)
Patienten
mit >15 17 28 48 28 40 161
Adenomen | (10,6%)| (17,4%) (29,8%) (17,4%) (24,8%)
(n=7)
Patienten
mit <15 47 92 95 35 39 308
Adenomen | (15,3%)| (29,9%) (30,8%) (11,3%) (12,7%)
(n=100)

In den Koloskopiebefunden des Patienten H503 watokn der Haufung im C. ascendens auf
eine bevorzugt flache Wuchsform der Adenome hingsen.

Der Patient H503 war bei Diagnose seines Sigmakamzs (T1, NO, MO) 44 Jahre alt. Bei
zwei der Patienten mit Gber 15 Adenomen (64 undattre), aber ohne bialleliscYH-
Mutation, wurde ebenfalls ein Karzinom diagnostizi®ie betroffenen Patienten waren im

Vergleich dazu aber bereits 64 beziehungsweisaliie Alt.
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7.1.2.3 Monoallelischev YH-Mutationsstatus

In der Patientengruppe mit kolorektalen Adenomennke bei einem Patienten (H022) eine
heterozygote Y165C-Mutation nachgewiesen werdedemPatientengruppe mit KRK wurde
keine MYH-Mutation gefunden. Allerdings wurde in der Gruppat Adenomen und
Karzinom bei einem Patienten (HO03) eine heterowyd®382D-Mutation detektiert. Bei
Patient HOO3 wurden 4 Adenome gefunden, bei Pal@22 wurden bislang 19 Adenome
diagnostiziert. Der Patient HOO3 war bei Auftreder ersten Adenome 66 Jahre alt, der
Patient HOO3 bei der simultanen Diagnose von Adaroonmd einem Karzinom bereits 80

Jahre alt.

7.1.3 Nachweis von Y65C und G382D bei CED-Patienten

7.1.3.1 Charakterisierung der Patientengruppen

Es wurden 72 Patienten mit Morbus Crohn und 20eR&nh mit Colitis ulcerosa untersucht
(Tab. 17).

Tabelle 17: Charakteristika der Patienten mit CED

Patienten- . Alter Altersrange

ST anzahl MENIIES AETEL (Jahre) (Jahre)g
M. Crohn 72 28 44 37,9+12,7 18-73
C. ulcerosa 20 11 9 45,9+21,0 18-74
Gesamt 92 39 53 39,6+15,1 18-74

7.1.3.2 Haufigkeit monoallelischer und bialleliscMutationen

Keiner der Patienten mit CED wies eine biallelisbhatation auf. Eine Patientin (H401) mit
Morbus Crohn zeigte eine heterozygote Y165C Mutatieine weitere (H091) eine

heterozygote G382D Mutation. Es wurde keid&H-Mutation bei Patienten mit Colitis

ulcerosa gefunden. Die Heterozygotenfrequenz lagPagenten mit chronisch entzindlicher
Darmerkrankung mit 2,2% im Bereich derjenigen vasunden Probanden (7.1.1). Die
Allelfrequenz fur die beiden Hotspot-Mutationenrbgtin der CED-Gruppe jeweils 0,5%.
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7.1.4 Mutationsnachweis bei Patienten mit sonstigdarkrankungen

7.1.4.1 Charakterisierung der Patientengruppe
Es wurden 13 Patienten (5 Ménner; 8 Frauen; ABe8#21,3 Jahre; Altersrange 18-78 Jahre)
mit selteneren Darmerkrankungen zu einer weitereupf®e zusammengefasst. Vier davon

litten an einer APC-positiven FAP. Funf Patienten hatten eine unsjzehié

Darmentzindung, zwei Patienten ein Lymphom des Barand jeweils ein Patient einen

Morbus Hirschsprung beziehungsweise ein Turcot-8ymd

5.1.4.2 Haufigkeit monoallelischer und bialleliscMutationen
In dieser Patientengruppe wurde keine der beiddspggtmutationen Y165C und G382D im

MYH-Gen nachgewiesen.

7.1.5 Ubersicht tiber die Analyse der Hotspotmutatioen

Insgesamt konnten im Gesamtkollektiv (n=352) sielbdutationstrdger mit insgesamt 8
Hotspotmutationen (5x Y165C; 3x G382D) identifiziarerden (Tab. 18; siehe auch Abb. 14
und 15). Dabei war ein Patient mit Gber 15 Adenoc@npound heterozygot fir Y165C und

G382D. Keiner der Patienten hatte eine homozygattatibn.

Tabelle 18: Ubersicht tiber die Y165C- und G382D-Muitionsanalyse im Gesamtkollektiv
Angegeben ist das Alter zum Zeitpunkt der DiagraeseM YH-Mutation.

Patient Patienten- Geschlecht Alter Y165C G382D
gruppe (Jahre) (heterozygot) | (heterozygot)
H503 | Adenome + KRK M 50 + +
HOO3 | Adenome + KRK M 82 - +
H022 Adenome M 72 + -
HO091 Morbus Crohn w 53 - +
H401 Morbus Crohn W 59 + -
H308 Normalkollektiv w 55 + -
H446 Normalkollektiv W 78 + -

7.1.6 Bestatigung der positiven Ergebnisse
Von funf der sieben Patienten nMtYH-Hotspotmutation konnte zu einem spéateren Zeitpunkt

eine zusatzliche Blutprobe entnommen werden. Bendlinf Patienten konnten dMYH-
Mutationen in der gewonnenen Lymphozyten-DNA dusaguenzieren der Exons 7 und 13
bestétigt werden. Die Patientin H446 lehnte eingdltnahme ab, wahrend der Patient HO03

bereits verstorben war. Bei beiden Patienten konrdee Mutationen allerdings durch

Sequenzanalyse der DNA aus der initial entnomm&mdon-Biopsie bestatigt werden.
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7.2 Suche nach Mutationen in weiteren ExonsM¥gsl-Gens

7.2.1 Untersuchung aller Patienten mit nachgewiesenHotspot-Mutation

Bei allen Patienten mit einer nachgewiesenen Yla&er G382D-Mutation (siehe Tab. 18)
wurden die Exons 2-14 sowie die angrenzenden labschnitte (siehe 6.2.2) durch
Sequenzanalyse auf das Vorliegen neuer oder vdrbebener Mutationen untersucht.
Hierbei wurde vor allem bei den Patienten mit Adera oder Karzinomen und lediglich
monoallelischer Hotspotmutation eine zweite Mutatrermutet. Auf eine Analyse der Exons
1, 15 und 16 wurde aufgrund des seltenen Auftrefmttogener Mutationen in diesen

Regionen bewusst verzichtet

7.2.1.1 Nachweis weiterer Genvarianten

Von den sieben untersuchten Patienten wurde bei Rateenten (HO91 und H401) aus der
CED-Gruppe und einem Patienten aus der Adenom-@ruft022) eine jeweils als

Polymorphismus vorbeschriebene Genvariante iderifi Die Patientin H401 wies die

Intronveranderung IVS 6+35 G>A in heterozygoterrmrauf. Hierbei wird 35 Basenpaare
oberhalb des Endes von Exon 6 im Intron 6 ein Guahirch ein Adenin ersetzt. Die
ebenfalls als Polymorphismus vorbeschriebene Vii@324H, bei der durch Austausch von
Guanin gegen Cytosin an Position 17 in Exon 12 &hih durch Histidin im Protein ersetzt

wird, wurde bei den Patienten H091 sowie H022 iretuzygotem Zustand gefunden.

7.2.1.2 Untersuchung einer Tumorprobe des Pati¢th®&3

In der aus dem Karzinom des Patienten HO03 gew@mBMNA wurden ebenfalls die Exons
2 bis 14 sequenziert und mit den Sequenzen vegyliatie mit der aus gesunder Schleimhaut
isolierten DNA erzeugt wurden. Hierbei fanden dieine somatischemMYH-Mutationen, die

Ursache der Karzinomentstehung sein konnten.
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7.2.2 Untersuchung von Patienten mit multiplen Adeamen

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass andere Variantedialerwdhnten Hotspot-Mutationen
eine Rolle in dem untersuchten Kollektiv spielemirde bei einer Gruppe von Patienten mit
multiplen Adenomen (80% der Patienten mit Gber ®Wamen und einem Alter unter 70
Jahren sowie alle Patienten mit tber 25 Adenom@&@1HHO008; H052; H053; H138; H190;
H292; H177; H345) die Exons 2 bis 14 sequenziedb(T19). Drei der Patienten hatten
zusatzlich zu den Adenomen bereits mindestens elordktales Karzinom entwickelt,

welches bereits operiert worden war.

Tabelle 19: Charakteristika der Gruppe von Patient& mit multiplen Adenomen

Alter Altersrange Adenome im Adenome
(Jahre) (Jahre) Durchschnitt (Range)
51,7+17,5 18-77 20,4+17,5 9-40

7.2.2.1 Nachweis weiterer Genvarianten

In der Gruppe der Patienten mit multiplen Adenon@ehe Tab. 19) konnten insgesamt 5
Genvarianten detektiert werden. Drei Patienten #1190; H345) waren heterozygot fir
die Q324H-Variante (Abb. 21). Die Patientin H177r\katerozygot fur die vorbeschriebene
IVS 2+30 A>G-Variante (Abb. 21), bei der an PogitR0 des Introns 2 Adenin durch Guanin
ersetzt wird. Die ebenfalls vorbeschriebene Intesiante IVS 6+35 G>A (siehe Abb. 22)
wurde bei den Patienten HOO1 und H177 als heteaieydgariante gefunden. Bei keinem der

Patienten konnte eine sicher pathogene Mutatiogkdett werden.

. IGARCAG TGCCH |GG ACANTGCCA . |IGC TCA G& IGCTCATTGG

*
LA Pl YL

Abbildung 21: Sequenzen bekannter Varianten unklare Pathogenitat
A: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Exon 12. Wftllinks, heterozygote Q324H-Variante (972 G>Chts ()
B: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Intron 2. &t links, heterozygote IVS 2+30 A>G-Variante recf))
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7.2.3 Haufigkeit von Q324H und IVS 2+30 A>G bei Adsompatienten

Fasst man die Ergebnisse der Kapitel 7.2.1 un@ zi@sammen, so wurde bei insgesamt 12
Patienten mit Adenomen (60,0+16,9 Jahre; Range 118dhre; 26+26,2 Adenome im

Durchschnitt, Adenomrange 4-100 Adenome) die Ex@#fs4 mitsamt groRer Teile der
dazwischenliegenden Introns untersucht. Die Q324Havite wurde bei vier der Patienten
und somit 16,6% der Allele gefunden. Die IVS 2+36GVariante wurde lediglich bei

einem Adenompatienten und damit 4,2% der Alleleigdén.

7.3 Haufigkeit der IVS 6+35 G>A-Variante
Die Haufigkeit der Variante (Abb. 22) wurde in eit@&uppe von 20 Adenompatienten durch

Sequenzanalyse des Intron 6 bestimmt. Zusatzlialdevdie Haufigkeit der Variante bei 20
Patienten mit koloskopischem Normalbefund bestimmmtd mit derjenigen bei
Adenompatienten verglichen.

A: ¥ GATAG B: G G C: G G

y }
| v
/\ /\ J(\' SYAW) \ A /

Abbildung 22: Die IVS 6+35 G>A-Variante
Darstellung der Wildtyp-Sequenz (A) sowie der hoygmten (B) und heterozygoten Variante (C).
Die relevante Base ist durch einen Pfeil markiert.

In der Gruppe der Adenompatienten waren 14 Manned echs Frauen. Das

Durchschnittsalter lag bei 62,6+13,3 Jahren (Rah8e80 Jahre). Die Patienten zeigten
durchschnittlich 10,6+10,2 Adenome (Range 1-40 Ades). In der Gruppe der Patienten mit
Normalbefund wurden je zehn Manner und Frauen smébt. Das Durchschnittsalter betrug
56,3+£17,1 Jahre (Range 22-83 Jahre).

In der Adenomgruppe zeigten drei Patienten diearde in heterozygoter Form, ein Patient
war homozygot. Dieser hatte lediglich zwei Adenoméhrend die heterozygoten Patienten
7, 19 und 20 Adenome aufwiesen. Die Allelfrequerruy 12,5%. In der Gruppe der
Patienten ohne Adenome wiesen drei Probanden #6485 G>A-Variante in heterozygoter
Form auf. Ein Patient war homozygot fir die Var@anDie Allelfrequenz betrug somit

ebenfalls 12,5%.
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7.4 Patienten mit nachgewieseMYH-Genvariante

Insgesamt konnten bei zehn von uns untersuchterienBat MYH-Genvarianten
nachgewiesen werden. Der jeweilige Mutationsstatu$ das Vorkommen von Adenomen
oder Karzinomen bei den Mutationstragern selbst dexn Angehérigen sind in Tab. 20

zusammengefasst.

Tabelle 20: Mutationsstatus und Klinik der Patientan mit nachgewieseneM YH-Genvariante

: MYH-Variante | kolorektale | ED- | Kolorektales Kolorektales
Patient . Karzinom bei
(heterozygot) Adenome | Alter | Karzinom Famili o
amilienangehdrigen
79J
HO03 G382D 4 793 (pT1, Nx, nein
MXx)
HO022 | Y165C/Q324H 19 67 J nein nein
H091 | G382D/Q324H keine - nein nein
Q324H
IVS 6+35 G>A
IVS 2+30 A>G .
H177 IVS 18 +3430 19 61J nein Vater
C>G
IVS 1B+5 G>C
H190 Q324H 17 68 J nein unbekannt
H308 Y165C keine - nein Vater
H345 Q324H 9 56 J nein nein
H401 IVSEJ;%55C6>A keine - nein nein
H446 Y165C keine - nein unbekannt
44 ]
H503 | Y165C/G382D >100 44 ) (pT1, NO, Grol3vater
MO)

ED=Erstdiagnose

Im Folgenden werden die Krankengeschichten der tifggarten Mutationstrager kurz

zusammengefasst:

Patient HOO3:
Der im Jahr mit 79 Jahren verstorbene Patient H@G@8 eine heterozygote G382D Mutation
auf. Im Alter von 79 Jahren wurden vier Adenome end Kolonkarzinom (pT1, Nx, Mx)

diagnostiziert. Zuséatzlich litt der Patient an @nBlasen- und einem Prostatakarzinom. Der
eine wadter

Pankreaskarzinom. Ein Bruder wurde bei Nierenzedlk@m nephrektomiert. Bei dem

Vater verstarb an einem Bronchialkarzinom, verstarb an einem

bereits verstorbenen Sohn waren keine Kolonaderakannt.
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Patient HO22:

Der 74 Jahre alte Patient H022 zeigte eine hetgaiey Y165C-Mutation und die

heterozygote Q324H-Variante. Im Alter von 67 Jahnemden zwolf kolorektale Adenome,

im Alter von 70 Jahren sieben weitere Adenome emitfé&ine bevorzugte Lokalisation der
Polypen war nicht auszumachen. Die Mehrzahl dernAde waren schmalbasige und
tubulare Adenome, die durch schnelles Wachstumedesft

Weder Eltern, GroRReltern noch Geschwister warenr gdel von einer Krebserkrankung

betroffen.

Patientin HO91:
Bei der 56 Jahre alten Patientin wurde eine heygaie G382D-Mutation in Kombination
mit einer heterozygoten IVS 6+35 G>A-Variante idiziert.

Im Alter von 46 Jahren wurde die Erstdiagnose eibesbus Crohn gestellt, woraufhin
bereits dreimal befallene Darmabschnitte resemartlen. Gegenwartig besteht eine gering-
bis maliggradige entzindliche Aktivitat des Moruehn.

In der Familie wurden bisher weder neoplastischehnentziindliche Erkrankungen des

Gastrointestinaltraktes festgestellt.

Patientin H177:

Die 64 Jahre alte Patientin H177 wies eine Komimnaton funf unterschiedlichen, jeweils
heterozygot vorliegenden, Genvarianten unklarehdgnitat (IVS B+5 G>C; IVS B+3430
C>G; IVS 2+30 A>G; IVS 6+35 G>A; Q324H) auf. Eineotdpotmutation wurde nicht
nachgewiesen. Bei ihr wurden im Alter von 61 Jalt@nrAdenome entfernt. Dabei handelte

es sich vorrangig um tubuldre Adenome mit flachemckétumsmuster, wobei einer davon
bereits schwere Epitheldysplasien zeigte. SechsAdenome waren im Kolon ascendens
lokalisiert. Eine vor 10 Jahren durchgefiihrte Osguimastroduodenoskopie zeigte keinen
auffalligen Befund, weitere Koloskopien sind bishaht erfolgt.

AulBer einem kolorektalen Karzinom bei dem Vater @atientin sind keine weiteren

bdsartigen Erkrankungen in der Familie bekannt.

Patient H190:
Der 70 Jahre alte Patient, bei dem eine heteroey@®24H-Variante identifiziert wurde,
wies bei einer koloskopischen Untersuchung im Alen 68 Jahren 17 Adenome auf. Eine

Hotspotmutation war nicht nachweisbar.
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Patientin H308:

Bei der 58 Jahre alten Patientin wurde eine heygaie Y165C-Mutation nachgewiesen. Die

Patientin ist seit dem 55. Lebensjahr dialysepfigchBei einer Koloskopie mit 54 Jahren

wurden zwei hyperplastische Polypen entfernt. Date¥/verstarb mit 80 Jahren am KRK.

Patient H345:

Der Patient wies lediglich den Q324H-Polymorphisrruseterozygoter Form auf. Eine der
beiden Hotspotmutationen wurde nicht nachgewieSgn56 Jahren wurden neun Adenome
des Kolorektums entfernt. Diese waren gleichmafiig ale Abschnitte des Dickdarms
verteilt. Der Patient verstarb im Jahr 2006 an d&igen eines Cholangiozellularen
Karzinoms. Der Vater des Patienten verstarb ameidsophaguskarzinom.

Die Patientin H401:
Bei der 61 Jahre alten Patientin wurde eine heygaie Y165C-Mutation identifiziert. Im

Alter von 23 Jahren wurde eine Hemikolektomie litdes Morbus Crohn durchgefihrt. Mit

40 Jahren musste eine Anastomosenstenose entiemhény In der Folge wurde bei ebenfalls
narbigen Stenosen eine Gastroenterostomie ang&lkigsch sind seit der Operation keine
weiteren Schibe wahrgenommen worden. Auch in démebdén Stufenbiopsien zeigte sich
keine entzundliche Aktivitat.

Patientin H446
Bei der 80 Jahre alten Patientin wurde eine heygaiz Y165C-Mutation gefunden. Die

Patientin ist dialysepflichtig. Bei ihr wurden imltér von 78 Jahren drei hyperplastische

Polypen gefunden.



7 Ergebnisse 82
Patient H503:

Der 57 Jahre alte Patient ist compound heteroziggadie beiden in der kaukasischen Rasse
haufigsterMYH-Mutationen Y165C und G382D (Abb. 23).

G382D Y165C

v
AN ;\/\/\

Abbildung 23: Compound heterozygoter Mutationsstats (Y165C/G382D) bei Patient H503

Im Alter von 44 Jahren wurde bei dem Patienten eiS8gmaresektion mit
Descendorektostomie und Anlage eines protektivenusArPraeters bei perforierter
Sigmadivertikulitis durchgefiihrt. Im Rahmen dertblisgischen Aufarbeitung des Resektats
wurde zuféllig ein Karzinom (pT1 NO MO) auf dem Bwdeines tubulovillosen Adenoms
diagnostiziert. Wahrend noch bei einer Nachsorgedtalpie im Alter von 49 Jahren keine
weiteren Adenome identifiziert werden konnten, veurdbei 11 weiteren Koloskopien
zwischen dem 50. und 57. Lebensjahr (November 26i60Méarz 2008) insgesamt 107
Adenome in den verbliebenen Kolon- und Rektumahlieiinendoskopisch entfernt (siehe
7.1.2.2). Somit besteht im Verlauf der Erkrankung €&AP-Phanotyp mit Uber 100
Adenomen. Im Alter von 55 Jahren wurden bei deneRtEn im Bereich der Gesichtshaut
préakanzerdse Dyskeratosen, seborrhoische Kerasoséa eine aktinische Lentigo entfernt.
Der Grol3vater des Patienten ist im Alter von Ul®d&hren am KRK verstorben. Der Vater
des Patienten litt an einem Prostatakarzinom, diétévl hatte keine maligne Erkrankung. Bei
einem compound heterozygoten Mutationsstatus desxpatienten ist davon auszugehen,
dass beide Elternteile heterozygote Trager einebdiglen Hotspotmutationen waren. Beide
Elternteile sind jedoch bereits verstorben. Deidpathat finf Brider und drei Schwestern.
Bei keinem der Geschwister ist bislang eine Darmagrkung bekannt. Aufgrund des
Vorliegens eines autosomal rezessiven Erbgangs emiém Risiko von 25% fir die
Entstehung homozygoter Nachkommen bei zwei verotutlieterozygoten Eltern wurde den
Geschwistern des Patienten eine genetische Beratomgfolgender MYH-Diagnostik
empfohlen. Diese wurde allerdings bisher nicht \yghommen. Die funf Kinder des
Patienten (14-28 Jahre alt) dirften nach Ausschduss Y165C oder G382D-Mutation bei

der Mutter maximal eine der beiden Mutationen trage
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7.5 MYH-Transkriptanalyse bei verschiedenen Intronvarrante

Durch reverse Transkription von MYH-mRNA und anseRénde Sequenzanalyse der
gebildeten cDNA (6.2.3) wurde das SpleiRen der @rén MYH-Transkripte untersucht.
Durch diese Splei3analyse sollte geklart werdeneiobelneMYH-Intronvarianten unklarer
Pathogenitat durch Beeintrachtigung des korrektetei®ens und somit Foérderung von
FehlspleiBen  mdoglicherweise  Krankheitswert  besitzei@usatzlich  wurde  die
Haufigkeitsverteilung der bekannten alternativetetBormen (siehe auch 3.3.1) untersucht,
und geklart, ob bei gesunden Personen neben diesdeschriebenen Formen bisher
unbekannte Spleil3varianten existieren. Zur Klaraimgser Fragen wurden die und -
Transkripte, die sich in ihrem ersten Exon untezgtdn (siehe auch 3.3.1), eines Patienten
mit multiplen Adenomen (H177) und mehrerBtYH-Intronvarianten mit den Transkripten
von zwei darmgesunden Probanden (V1, 34 Jahre; 38,Jahre) verglichen. Dig-
Transkripte wurden nicht untersucht. Es wurde denei8h von Exon d beziehungsweisel
bis maximal Exon 8 abgebildet (Abb. 24).

2 H 3 H 4 H5 He6 H 7 H 8 ]-{ 16 |
s

gL-mRNAIcDNA

g 1B 2 T 3 T 4 T 5 T 6 [ 7 [ 8 Frewereeecniannn
=

; 543bp PCR-Produkt

I { 614bp PCR-Produkt
a-mRNA/cDNA

Mo 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 |fereeeecencennns
267bp PCR-Produkt
578bp PCR-Produkt

Abbildung 24: Schematische Darstellung der vier beiler Splei3analyse untersuchten cDNA-Fragmente

In der ersten Reihe ist ddYH-Gen mit den einzelnen Exons dargestellt (hellgr8e) der Transkription des
Gens wird jeweils nur eines der drei alternativesiesn Exonsd, B, y) genutzt. In der zweiten Reihe ist die vom
Exon BB transkribierte3-mRNA, beziehungsweise die entsprechende cDNA,edtedt. In der dritten Reihe ist
die a-mRNA/cDNA abgebildet. Die in der zweiten und dbitt Reihe unter den Exons dargestellten farbigen
Balken entsprechen den unterschiedlich langen RR-Pfddukten, die durch Verwendung von vier
verschiedenen Primerpaaren erzeugt wurden und daberschiedlich grof3e Teile der mRNAs abbildenciNa
Einklonieren dieser Produkte in Plasmide und Vemmed) in Bakterien konnten alternative Spleiimustaten
abgebildeten Bereichen durch Sequenzanalyse demile jeweils mehrerer Bakterienkolonien nachgesvies
werden.
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7.5.1 Bestimmung des Mutationsstatus der Probanden

Vor der Splei3analyse wurden bei der Patientin HIT@ den beiden Probanden V1 und V2
die Exons 2-9 deMYH-Gens samt grol3er Teile der dazwischenliegendeonst(6.2.2.1)
durch Sequenzieren auf Genvarianten hin untersudhd, ein FehlspleiRen in dem
abgebildeten Bereich bedingen konnten. Zusatzlicinden die Exonsd und B und der
Anfang von Intron 1 bei allen drei Personen unteinsuBei der Patientin H177 und der
Vergleichsperson V1 wurde dariiber hinaus das gestast 6 kb lange Intron 1 sequenziert
(6.2.4).

Neben den bekannten Intronvarianten IVS 2+30 A>@ WS 6+35 G>A wurde auch die
seltene IVS p+5 G>C-Variante, bei der an Position 5 der 5'-3pdé&elle des Exonsplein
Guanin durch ein Cytosin ersetzt wird, gefunden.litnon 1 wurden zusatzlich die nicht
vorbeschriebenen Varianten IV&#314 G>C, IVS $+2900 T>G und IVS [i+3430 C>G
identifiziert. Alle Varianten lagen heterozygot v@bb. 25). Die Patientin H177 und der
Proband V1 wiesen jeweils 4, zum Teil verschiedemgonvarianten auf. Bei dem
Probanden V2 wurde keine Intronvariante nachgewi€Bab. 21).

Tabelle 21: Intronvarianten der bei der Transkriptanalyse untersuchten Probanden

Die Varianten lagen jeweils heterozygot vor. Bemd®robanden V2 wurde nicht das gesamte Intron 1
untersucht, sodass keine Aussage zum Vorliegedv&i1p+2900 T>G und IVS A+3430 C>G-Varianten bei
V2 getroffen werden kann.

IVS IVS IVS IVS IVS IVS
Proband | Alter | 1p+5 la+314 2+30 6+35 1$+2900 | 1p+3430
G>A G>C A>G G>A G C>G
H177 61J + - + + - +
V1 33J - + - + + +
V2 37J - - - - N N

(+)= heterozygote Variante vorhanden; (-)= Variamtéht nachgewiesen; (N)= Bereich nicht untersucht

A: B: G D:
GGG G GNGGG GN & TCANATC TGTNATC
CE 380 280 b 390
WT

v d R ..
i Vs W oo

Abbildung 25: Polymorphismen im Intron 1 vonMYH

Unter (A) ist rechts die heterozygote IV$+b G>C-Variante, links die entsprechende Wildtyphsmsz
dargestellt. (B) zeigt die heterozygote IV&+B14 G>C-Variante. In (C) sieht man den heterozsg@&ustausch
4198 T>G (IVS B+2900 T>G) in Antisense-Richtung sequenziert. In) Bt der heterozygote C>G
Basenaustausch an Position 4728 (1\3$3430 C>G) dargestellt.

(})= Markierung der relevanten Base; WT= Wildtyp
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7.5.2 Untersuchung dew-Transkripte

a-Transkripte sind durch Einbau des am weitestegefégenen alternativen Exons 1 des
MYH-Gens in die mRNA gekennzeichnet (siehe Abb. 2428)d

Es wurden die Transkripte der Patientin H177 mitjeleigen des Probanden V1 verglichen.
Dabei wurden zuerst 267 bp-Produkte hergesteld, midir die Exons d bis 3 erfassen.
Langere, von Exondlbis 7 reichende 578 bp-Produkte wurden hergestellauch moégliche
Effekte des Intron 6-Polymorphismus oder komplex&earrangements wahrzunehmen
(Abb. 24 und 26).

578bp 267bp

Abbildung 26: Agarosegel dera-cDNA-Amplifikate zur SpleiRanalyse
Die bei normalem Spleien entstehenden 276 bp (Hxef) und 578 bp
(Exon 1v-7) langen RT-PCR-Produkte der Patientin H177 wurd@
Agarosegel aufgetrennt und den entsprechenden Resddes Probanden
V1 gegenibergestellt. Bei den 578 bp-Produkten sowdohl bei H177 als
auch bei V1 mehrere kirzere Banden schwécherendité¢ (teilweise
durch weiRe Pfeile markiert) neben der erwartetand® (schwarzer Pfeil)
zu erkennen. Diese entsprechen deutlich kirzerekernativen
SpleiRformen. Die beiden rechten Banden entsprecthem 267 bp-
Produkten.
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7.5.2.1 267 bpr-Produkte
Es ist bekannt, dass das Exon 3 d#¢H-Gens alternativ gespleift wird. Durch reverse

Transkription der alternativ gespleif3ten und dalgerschiedlich langen MYH-mRNAs und

nachfolgende Amplifikation der ebenfalls untersdhidh langen cDNAs entsteht ein

Gemisch unterschiedlich langer Produkte. Ein deek$equenzieren ist daher nicht mdglich.
Deshalb wurden die Produkte in Plasmide integuad nach Transformation von Bakterien
durch Bakterienkultur einzeln vermehrt (6.2.3.2l)e Plasmide von Bakterien einer Kolonie

enthalten daher Kopien einer einzigen cDNA. Naoblalion der Plasmide konnten die

einklonierten Sequenzen analysiert werden.

Im Fall der Patientin H177 konnten 19 von 20 ertendgequenzen, die jeweils eine mRNA
abbilden sollten, ausgewertet werden. Eine Sequeamnaicht lesbar. Bei dem Probanden V1

konnten 18 der 20 Sequenzen ausgewertet werden.

7.5.2.1.1 Haufigkeitsverteilung der alternativ desggten Exon 3-Formen

Der Anfang desMYH-Exons 3 wird durch Nutzung multipler 3’-Splei3&tal alternativ
gespleildt (Abb. 27). Hieraus ergibt sich die Exigtenehrerer, alternativer MYH-mRNAS,
die entsprechend der zeitlichen Abfolge ihrer Edtdag durchnummeriert wurden und im

Falle dera-Transkripte (Nutzung von Exorulalsal-04-mRNAs bezeichnet werden.

2 M1 3 |- 16|

GréRe:
1 ...tgcacag cctgtg cagl ggatg...+18bp...gccccag cag gcctg...+52bp...tattcag agacg...+75bp.. .gacggl gtaggc. .. 182bp
2 ...tgcacag cctgtg cag ggatg...+18bp.. .gccccaglcag gcctg...+52bp...tattcag agacg...+75bp. . .gacgglgtaqgc. 50 152bp
3 ...tgcacag cctgtg cag ggatg...+18bp...gccccag caglgcctg. ..+52bp...tattcag agacg...+75bp.. .gacgglgtaggc. oo 149bp
4 ...tgcacag cctgtg cag ggatg...+18bp...gccccag cag gcctg...+52bp...tattcag|agacg...+75bp...gacgg Igtaggc. 06 85 bp
5 ...tgcacag cctgtg|cag ggatg...+18bp...gccccag cag gcctg...+52bp...tattcag agacg...+75bp...gacgy Igtaggc. oo 185bp
6 o0 .tgcacagl cctgtg cag ggatg...+18bp...gccccag cag gcctg...+52bp...tattcag agacg...+75bp...gacgy Igtaggc. 50 191bp

Abbildung 27: Die alternativen Exon 3-Splei3formen

In der oberen Reihe sind die Exons 8¥H-Gens schematisch dargestellt. Je nach genutztem Exverden
die bei Transkription entstehenden mRNAs @3- odery-Formen bezeichnet. Das Exon 3 wird alternativ
gespleil3t. Die farbigen Kasten unterhalb entspreaten durch alternatives Spleilien entstehenden Bxon
Varianten, die entsprechend dem Zeitpunkt ihrercBesbung durchnummeriert werden (Zahlen vor den
Sequenzen). Die Lange der jeweiligen Exon 3-Foringesnz rechts angegeben. Mdgliche nutzbare 3'-
Spleil3stellen fur Exon 3 sind fett gedruckt. Diertdaten 1-4 (griin) sind vorbeschrieben, die Vagari und 6
(gelb) wurden neu identifiziert. Wahrend Varianteed den 267 bp-Transkripten nachgewiesen wurde, wurde
die Variante 5 nur bei den 543 BpFranskripten nachgewiesen.

Durch die Lage des Reverse-Primers in Exon 3 kondiiea4-Formen in unseren Versuchen
bei den 267 bp-Produkten nicht miterfasst werdesi. d&n in Kapitel 7.5.2.2 untersuchten

578 bp-Produkten werden dagegen auchudi€ormen erfasst.
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Unabhangig davon, ob in anderen Bereichen der Krigms Auffalligkeiten oder Spleil3fehler
beobachtet wurden, wurde jede der mRNAs einer diaiternativen Exon 3-Splei3formen
zugeordnet (Abb. 28).

Varianten

[1aH1y H1pl— Exon 2 H1T2J@4]Exon3}- Exon 4} Exon 5}---[ 16 ]
\RAA

—» Bl B2 B3
» vl 2 v3 v&  Grundsatzliche
> a2 o3 a4  SpleiRvarianten

Bsp. 1A ‘ Bsp. 2A

Spleilen

| | Transkription/

o] Exon 2] 1 Exon3] Exon 4|Exon5}ans{ 16 | 18] Exon 2|4 Exon3| Exon 4|Exon5}==af 16 |
Zusatzliche Spleifvarianten innerhalb der grundsatzlichen Transkriptformen *
Bsp. 1B Bsp. 2B

Exon3] Exon 4|Exon5f==s] 16 | [18] 4 Exon3| Exon 4| Exon5}|==usy 16 |
4 mit Deletion des Exon 2

[1e._ | Exon2] 1
o1 mit um 16 bp verléangertem Exon 1

Abbildung 28: Nomenklatur der MYH-Transkripte

In der oberen Reihe ist dd4YH-Gen abgebildet. Die vorbeschriebenen Spleilivama(t-4) des Exons 3 sind
schematisch dargestellt und durch unterschiedlidimergrundfarben gekennzeichnet, auf Darstelluegreu
nachgewiesenen Varianten 5 und 6 wurde aus Griirten Ubersichtlichkeit verzichtet. Die genaue
Bezeichnung einer mRNA ergibt sich aus der Bezeiogrndes genutzten ersten Exonsf{- odery-), und der
genutzten SpleilRvariante (1-4) des Exons 3. Zw&iale (1; p4; Beispiele 1A und 2A) fur diese in der Folge
als grundsatzliche Spleil3varianten bezeichnetenskrapte sind in der mittleren Reihe dargestellts&@zlich zu
diesen grundsatzlichen Spleivarianten durch Ngtzurierschiedlicher erster Exons und alternativgieiSen
des Exons 3 koénnen weitere Exons oder Teile dawm ISpleillen verloren gehen oder ganze Introns
beziehungsweise Teile davon eingesplei3t werdeisgizde 1B und 2B in der untersten Reihe).

Sowohl bei der Patientin H177 als auch bei Prob®@dwar die a3-mRNA mit 14/19
beziehungsweise 15/18 Fallen die haufigste Formb.(T2). Eines der Transkripte der
Patientin H177 konnte nicht den bekannten Formgeaunet werden, sondern wies ein im
Vergleich zual am 5-Ende um 9 Basenpaare verlangertes Exonf 8Adln. 27 und 30).

Diese Variante wurde von uns als-Form bezeichnet.

Tabelle 22: Haufigkeit der alternativen Exon 3-Fornen bei den 267 bpx-Produkten (H177 und V1)

Es konnten 19 beziehungsweise 18 klonierte Sequeamegewertet werden. Dig-Form wurde von uns
erstmals beschrieben. Digd-Form kann bei den 267 bp-Produkten aufgrund dénd?lage nicht erfasst
werden.

al a2 a3 a1+9bp (@6)
H177 2 2 14 1
(n=19) (10,5%) (10,5%) (73,7%) (5,3%)
V1 2 1 15 0
(n=18) (11,1%) (5,6%) (83,3%) (0%)
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7.5.2.1.2 Neue Spleil3varianten bei der Patientin7H1
Bei 16 von 19 cDNAs wurden bei der SequenzanalggsekAuffalligkeiten beobachtet. Zwel

Transkripte zeigten ein am 3’-Ende um vier Baserguaarkirztes Exondl(Abb. 29). Dieses
entsteht durch Deletion der Basenfolge GTGG am Hiete Exons d bei Nutzung einer
alternativen 5’-Splei3stelle. Die Variante trat twvin Kombination mit denl- als auch in

Kombination mit den2-Form (andere Exon 3-Variante genutzt; siehe RB).auf.

<+ Exon 1o —»|<=|ntr. 1>|*Exon 2>
A | ..cggcclatgac...+26bp...tgtgglgt...aglgccat.. .| gDNA
B atgac...+26bp...tgtgglgccat... cDNA
(o} Atg...+26bp...tct|gccat... cDNA

Abbildung 29: Schema zur Deletion von GTGG am Endegon Exon lo
Die in der Gensequenz (A) gelb hinterlegten Bassmeg im Vergleich zu normalem Spleil3en (B)
bei der SpleiRvariante (C) verloren.

Weiterhin wurde ein Transkript mit einem am 5’-Ende 9 Basenpaare verlangerten Exon 3
gefunden. Diese alternative, von uns als Varianteefeichnete, Exon 3-Variante entsteht
durch Nutzung einer alternativen AG-Spleil3stelld igt 191 bp lang (Abb. 30 und Tab. 22).

Die mRNA, die dieses Exon aufwies wurde aufgrund Matzung von Exon d als a6

bezeichnet.
< Exon2 e Intron 2 >l Exon 3 »le¢ Intron 3 >l Exond >
A: |gcaga...tgctg|gtaag...tgcacag cctgtgcag|ggatg...+172bp...gacgg|gtagy. ..gacaglgcaga. ..tgctg gDNA
B: Igcaga. o .tgctglggatg. o oL T2l 4 o .gacgglgcaga. 5 .tgctgl cDNA
C: Igcaga. ..tgctg I cctgtgcaglggatg. ..1t172bp...gacgg Igcaga ...tgctg I cDNA

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Varianté des Exons 3

Unter (A) ist die genomisch&®YH-Sequenz, in (B) ein normal gespleiRtes Transkaipgebildet. In dem
fehlgespleiRten Transkript (C) ist das im Vergleith Variante 1 des Exons 3 (B) um 9 bp verlangéxen 3

zu sehen. Die neu genutzte Spleil3stelle (ag) ironn® ist fett gedruckt, der eingesplei3te Bereaichn

hinterlegt.
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7.5.2.1.3 Neue Spleil3varianten bei dem Probanden V1
Ein Transkript beinhaltete ein um 16 Basenpaar&ngertes Exond, das durch Nutzung
einer alternativen GT-Spleil3stelle entsteht (Abhk). 3Diese Variante trat in einem3

Transkript auf. Die restlichen 17 von 18 Translaiptzeigten keinerlei Auffalligkeiten.

<+« Exon 1o >l Intron 1 —>|<+Exon 27|
A |- ..cggcclatgac...+26bp...tgtgg|gtacgetggacttgeggtccy. .. +5080bp. . .ttcag|gccat...| gDNA
B Iatgac. ..+26bp.. .tgtqglgccat. .. cDNA
(o3 Iatgac. ..+26bp. .. tgtqglqtacgctggacttchl gccat. .. I cDNA

Abbildung 31: Schematische Darstellung des um 16 byerlangerten Exons &
In (A) ist die genomische Sequenz dargestellt. ii@a genutzte Spleil3stelle in Intron 1 ist fett ge#t. Unter
(B) ist eine normal gespleil3te cDNA zu sehen. [@)lzeigt das eingespleildte Fragment (grin).

7.5.2.2 578 bp-Produkte
Sowohl bei der Patientin H177 als auch bei dem &vden V1 konnten 19 von 20 Sequenzen

ausgewertet werden.

7.5.2.2.1 Haufigkeitsverteilung der alternativ desggten Exon 3-Formen

Bei beiden Personen stellte dié¢-Form das haufigste Transkript dar. Wahrendo@id-orm
ebenfalls relativ haufig gefunden wurde, warenofle undal-Transkripte deutlich seltener.
In einigen Fallen fehlte Exon 3, sodass die Trapskrkeiner dieser grundséatzlichen

SpleiRformen zugeordnet werden konnten (Tab. 2Besauch Abb. 27).

Tabelle 23: Haufigkeit der Exon 3-Varianten bei derb78 bpw-Produkten (H177 und V1)
Pro Patient konnten 19 von 20 klonierten Sequeazsgewertet werden. Dig-Form wurde von uns erstmals
beschrieben. Bei Deletion des Exons 3 ist eine diwang nicht méglich.

al a2 a3 a4 a1+9bp (@6) | kein Exon 3
H177 1 3 4 5 1 5
(n=19) (5,3%) (15,8%) | (21,0%) | (26,3%) (5,3%) (26,3%)
V1 2 0 7 9 0 1
(n=19) (10,5%) (0%) (36,8%) | (47,4%) (0%) (5,3%)

7.5.2.2.2 Neue Splei3varianten bei der Patientin7H1

Lediglich funf von 19 untersuchten Transkripten gten keinerlei Auffalligkeiten und
entsprachen den vorbeschriebenen Transkripten.ildemgei davon warern3- und o4-
Formen, eines entsprach d&-Form.

Die bereits bei den kirzeren Produkten gefunderetibe von 4 Basenpaaren (GTGG) am
Ende von Exond (7.5.2.1.2) konnte auch hier in vier Transkripbeobachtet werden. Dabei
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trat die Variante jeweils einmal in Kombination rdiéral- und dera4-Form auf. Ebenfalls
einmal wurde sie gemeinsam mit dem im Vergleichazuum 9 Basenpaare verlangerten
Exon 3 ¢6; 7.5.2.1.2) sowie einmal bei fehlendem Exon Jobebtet.

Auch die bereits bei den 267 bp-Produkten beschnieb/erlangerung des Exong dm 16
Basenpaare durch Transkription des Beginns vomrintr wurde je einmal in Kombination
mit dena2- undo4-Formen gefunden (7.5.2.1.3).

Relativ haufig wurde das Fehlen mindestens einesm&keobachtet. Teilweise wurden aber
auch bis zu vier hintereinanderliegende Exons (ioengen (Abb. 32). So kam es in drei
Fallen zum Verlust von Exon 6. Die Variante tratjbeeineral-, a2- unda3-Form auf.

Ein Uberspringen von Exon 5 wurde bei einefTranskript gefunden. Ebenfalls in einem
ad-Transkript wurde ein gleichzeitiges Auslassen Hgons 5 und 6 beobachtet. In vier
Transkripten kam es zu einem Uberspringen der ESefisein weiteres wies den Verlust der
Exons 2-6 auf. Neben dem Auslassen von sonst genuExons €xon-skipping) wurde auch
die Uberschreibung von ganzen Introns in mRN# on-retention) beobachtet. So wurde bei
einema3-Transkript die gesamte Intron 5-Sequenz eingédple

A: [ Bxon 1af intr. 1] Exon2]intr 2 | Exon3 | intr. 3| Exon4 | Intr. 4] Exon5 [ intr 5| Exon6 [intr.6 [ Exon7 f++{Exon 16 | gpNA
B: | Exonto] Exon2 [ Exon3 | Exon4 | Exon5| Exon6 | Exon7 }.+{ Exon 16| cDNA
C: | Exontaf Exon2 | Exon3 | Exon4 [ Exon5 [ Intron5| Exon6 | Exon7 }e+{ Exon 16| H177 cDNA
D: [ Exon1o] Exon2| Exon4| Exons| Exon6 | Exon7 |.++{ Exon16|H177+V! cDNA
E: | Exon1o] Exon2 | Exon3 | Exon4| Exon6 | Exon7 }++{ Exon 16 [HI77*V1 cDNA
F: | Exonto] Exon2 | Exon3 | Exon4 | Exon5 | Exon7 }++{ Exon 16 [HI77*V1 cDNA
G: | Exon1o] Exon2 | Exon3 | Exon4| Exon7}++{Exon 16 |77 cDNA
H: | Exon1o] Exon 2| Exon7 }++{ Exon16 | H177+V1 cDNA
I: | Exon 1o] Exon7 }++{ Exon 16 [ M7 cDNA

Abbildung 32: Deletion und Insertion gréRerer Genalschnitte im Fall der e-Produkte (H177 und V1)

(A) genomische Sequenz, (B) normales SpleiRprod@it,Retention des Introns 5, (D) Deletion des Ex8n
(E) Deletion des Exons 5, (F) Deletion des Exon&§,Deletion der Exons 5+6, (H) Deletion der Ex8r8, (1)
Deletion der Exons 2-6

Exons zwischen denen eine Deletion stattfand, &wmiv gedruckt und rot markiert. Rechts neben den
Varianten ist angegeben, bei welcher Person dieiliew Spleil3variante gefunden wurde.

Bei einem Teil der Transkripte wurden mehrere deschriebenen Auffalligkeiten
gleichzeitig in einem Transkript gefunden (Abb. .33 zeigte eines derl-Transkripte das
um 4 bp verkirzte Exon 1 (del GTGG; siehe auch A).und ein Auslassen von Exon 5
(siehe auch Abb. 32). Bei einem weiteren Transkmgtum 4 bp verkirztem Exon 1 (del
GTGG,; siehe auch Abb. 29) fehlten zusatzlich dierisx2-6 (siehe auch Abb. 32). Bei einem
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ad-Transkript wurde neben dem um 16 bp verlangeBeon 1 (siehe Abb. 31) auch ein
Verlust von Exon 5 (siehe auch Abb. 32) gefunden.

7.5.2.2.3 Neue Spleil3varianten bei dem Probanden V1

Zwolf von 19 cDNAs wiesen keinerlei Auffalligkeiteauf. Insgesamt wurden bei der
Vergleichsperson seltener ungewdhnliche Transkmjaeinden als bei der Patientin H177.
Dennoch zeigte ein Teil der Transkripte die glercRaiffalligkeiten wie die Transkripte der
Patientin. So konnte das um 16 Basenpaare verl@geon b (7.5.2.1.3) zweimal bei einer
a4- und einmal bei einer3-mRNA gesehen werden. Das um die vier Basen GT&®&ivzte
Exon I (7.5.2.1.2) trat einmal in Kombination mit det-Form auf. Einmal wurde es in
Kombination mit einem Verlust der Exons 3-6 gefumddeweils eina3- und eino4-
Transkript zeigte eine Deletion des gesamten Egoixas Exon 5 wurde lediglich einmal bei
einera3-Form ausgelassen. Gleichzeitig beinhaltete diésasskript das um 16 Basenpaare
verlangerte Exon 1.

Ein paralleles Auftreten von zwei Varianten konatemit bei zwei Transkripten beobachtet
werden (Abb. 33).

A:[Exta J Ex2 | Ex3 | Ex4 | Ex5 | Ex6 | Ex7 Feee-- gDNA

B: [ Exto] Ex7 J+==--{Ex16 | " cDNA
C:[Exta] Ex2 | Ex7 Je=--- v cDNA
D: | Exta] Ex2 | Ex3 | Ex4 | Exs5 | Ex7 }==--- { Ex1s | ™" cDNA

E: [Exto =] Ex2 | Ex3 | Ex4 | Ex6 | Ex7 }-----{ Ex16 """  cDNA

Abbildung 33: Kombinationen von SpleiBvarianten beiden a-Transkripten (H177 und V1)

(A) normal gespleiRtes Transkript, (B) Exon 1 d&l@&s und del Exon 2-6, (C) Exon 1 del GTGG und dedric
3-6, (D) Exon 1 del GTGG und del Exon 6, (E) Exot16 bp und del Exon 5. Gelbe Kastchen stehendér d
um 4 bp verkirzte Exonol(del GTGG). Griine Kastchen fir das um 16 bp vedée Exon &. Exons,
zwischen denen beim SpleiRen ganze Exons verloegangen sind, sind kursiv und rot beschriftet. Rech
neben den Varianten ist angegeben, bei welcheo®elie Variante gefunden wurde.
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7.5.2.3 Zusammenfassende BetrachtunareBranskripte

Fasst man die Ergebnisse der Analyse der kirze&r@n bp) und der langeren (578 bp)
Produkte zusammen, so konnten bei Analyse von sasge 75 Transkripten 31 auffallige
Transkripte gezahlt werden, die sich auf neun vos erstmals beschriebene Spleivarianten
verteilen (Tab. 24). Zum Teil wurden auch Kombioaé&n dieser Varianten beobachtet.
Groltenteils wurden die neuen Varianten sowohldeeiPatientin H177 wie auch bei dem
Probanden V1 gefunden.

Tabelle 24: Ubersicht tiber die bisher nicht bekanrgn SpleiRvarianten dera-Transkripte (H177 und V1)

Bei den neu beschriebenen SpleiRvarianten ist iamidler angegeben, bei welcher grundsatzlichen
Transkriptform ¢1-6, je nach Lange des Exon 3) sie gefunden wurBei.Verlust des Exon 3 kann das
Transkript keiner dieser Formen zugewiesen werbeas. Transkript mit um 9 bp verlangertem Exon 3 kalsn
al-Transkript mit verlangertem Exon 3, oder abeg won uns vorgeschlagen, a&-Form bezeichnet werden.
Da auch Kombinationen von SpleiBvarianten auftratamspricht die Summe der Haufigkeit der einzelnen
SpleilRvarianten nicht der Anzahl der auffalligeafiskripte.

H177 V1
Untersuchte Transkripte 38 37
Normale Transkripte 21 29
Auffallige Transkripte 17 8
Haufigkeit neuer Varianten
. 6 2
térgl “Gt%%‘(’;e)rk”mes SRR (2x al, 1xa3,1x 04, 1xab, (1x al,
1x kein Exon 3) 1x kein Exon 3)
- 2 4
Um 16 bp verlangertes Exon 1 (1x a2, 1x0d) (1x al, 103, 2x0d)
Um 9 bp verldngertes Exon 3 2 -
. 1 1
Deletion des Exon 5 (1 o) (1X 03)
, 3 2
DElEmon ol = (1X o, 1xa2, 1X03) (1X o3, 1xad)
: 1
Deletion der Exons 5 und 6 (1x 04) -
Deletion der Exons 2 bis 6 1 -
Deletion der Exons 3 bis 6 4 1
: 1
Retention des Introns 5 (1x a3) -

Fasst man die Ergebnisse der Analyse der langef@mp-Produkte, durch die auch di¢-
Transkripte erfasst werden, der Patientin H177 deslProbanden V1 zusammen, so fallt auf,
dass die grundsatzlichen Transkriptforme&h bis a4 unterschiedlich haufig vorkommen.
Dartber hinaus wiesen diese grundsatzlichen Trgikkimen ol bis o4 auch
unterschiedlich oft die oben beschriebenen Aufjiéliten auf (Tab. 25; siehe auch Tab. 24).



7 Ergebnisse 93

Tabelle 25: Verteilung der Exon 3-Formen dem-Transkripte und Anzahl der aufféalligen Formen
Untersucht wurden 38 einklonierte Sequenzen (57Broplukte) der beiden Personen H177 und V1 (jedi@),
dann den grundsatzlichen mRNA-Formeh-4 zugeordnet wurden. In der unteren Zeile isgefifrt, wie
haufig diese grundsatzlichen Formen zusatzlichei®phrianten aufwiesen. Die von uns erstmals beswdme
a6-Form wurde hier als auffalligel-Form (um 9 bp verlangertes Exon 3) gewertet.

Transkriptform al a2 a3 ad kein Ex 3
Anzahl gefundener 4 3 11 14 6
Hﬁgg?”pte (105%) | (7.9%) | (29.0%) | 36.8%) | (15.8%)
Auffallige 3 5 4 6 6
Transkripte 3 3 3 0 0
oro Form: (75,0%) (66,6%) (36,4%) (42,9%) (100%)

7.5.3 Untersuchung def3-Transkripte

Bei denp-Formen der MYH-mRNA wird das distalste der dreiealativen ersten Exons
genutzt (siehe Abb. 24 und 28). Die mittels RT-P&€Reugten 543 bp-Produkte (siehe Abb.
24 und 34) entsprechen den Exoffisbls 7 der mRNA. Die Produkte der Patientin H177
wurden hierbei mit denjenigen des Probanden Vllioben.

Zusatzlich wurden noch langere 614 Bprodukte hergestellt (siehe Abb. 23 und 33), welch
die mRNAs bis in das Exon 8 hinein abbilden. Dabduwar es mdglich, auch ein eventuelles
Uberspringen von Exon 7 als Folge des IVS 6+35 @®elymorphismus wahrzunehmen.
Hierbei wurden die Produkte der Patientin H177 deihen des Probanden V2 abgeglichen,
der keine Intronvarianten aufwies.

Marg,
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1000bp > [

500bp &

B 614bp 3 543bp

Abbildung 34: Agarosegel derB-cDNA-Amplifikate zur Splei3analyse

Die bei regularem SpleiRen 614 bp (Exons 1-8) ué@l Bp (Exons 1-7) langen RT-
PCR-Produkte der Patientin H177 wurden im Agarosemgggetrennt und den
entsprechenden Produkten der Probanden V2 bezisiersg V1 gegenibergestellt.
Kirzere Zusatzbanden, die auf alternative Spleifiéor hinweisen kénnten, sind
jeweils nur zu erahnen.
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7.5.3.1 543 bip-Produkte
Bei der Patientin H177 konnten 19 von 20 Sequendender MYH-mRNA entsprechen,

ausgewertet werden. Bei Proband V1 waren alle 20&ween lesbar.

7.5.3.1.1 Haufigkeitsverteilung der verschiedengarE3-Formen

Auch bei denp-Transkripten wird das Exon 3 durch Nutzung mudipB’-Splei3stellen
alternativ gespleil3t. Entsprechend der Nomenkldéur-Transkripte werden di@-Formen
mit identischem Exon 3 mit der gleichen Ziffer varen. So entspricht beispielsweise [tBe
Form, abgesehen von dem unterschiedlichen Exoerfgugden3 Form. Unabhéngig davon,
ob in anderen Bereichen der Transkripte Auffalliglee oder Spleil3fehler beobachtet wurden,
wurde jede der-mRNAs einer dieser grundsatzlichen Spleil3formengepudnet
(siehe Abb. 27).

Wahrend bei der Patientin H177 dp3-Form mit deutlichem Abstand am haufigsten
beobachtet wurde, wurde bei dem Probanden V1 nacfiger als diese Form ein Fehlen des
Exons 3 gefunden (Tab. 26).

Tabelle 26: Alternative Exon 3-Formen bei den 543 bB-Produkten (H177 und V1)
Es konnten 19 beziehungsweise 20 klonierte Sequermesgewertet werden und den verschiedenen
grundsatzlichen Splei3formen zugeordnet werdenD@&tion des Exons 3 ist eine Zuordnung nicht retgl

Bl B2 B3 p4 kein Exon 3
H177 1 2 12 3 1
(n=19) (5,3%) (10,5%) (63,1%) (15,8%) (5,3%)
Vi 3 2 7 1 7
(n=20) (15%) (10%) (35%) (5%) (35%)

7.5.3.1.2Auffallige Transkripte der Patientin H177

Neun von 20 Transkripten wiesen keinerlei Auffd&gen auf. In sechs Transkripten wurde
eine bereits einmal vorbeschriebene 237 bp-Inser{ildbb. 35) im Anschluss an das
vollstandige Exon B gefunden, welche dem unmittelbar auf dieses Ertgenden Beginn
von Intron 1 entspricht. Die bei dieser Patientm Rosition 5 monoallelisch mutierte 5'-
Splei3stelle des Exons 1 (IVS 1+5 G>C; 7.4.1),fdiedas korrekte Abspleil3en am Ende des
Exons verantwortlich ist, wurde in dem Insert mgebildet. Dabei wurde in funf
Transkripten mit dem Insert die vom gesunden AKepierte, nicht mutierte Form der
Splei3stelle mit einem G an Position 5 gefunderr. éiln Transkript zeigte das C-Allel. Diese
237 bp Insertion wurde finfmal bg3-Formen und nur einmal bei eirf&-Form gefunden.
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<+ Exon 1B >l Intron 1 —>|*Exon 27
A: I . .gggcc| tcegt. . .+26bp...cgcgg gtagm. ..+229%p...ttggt...+5145bp...ttcag |gccat... | gDNA
B: I tcegt...+26bp. . .cgcggl gccat. . I cDNA
C: I tcegt...+26bp. . .cgcggl gtagE. ..+22%bp. . .ttgl gccat. . I cDNA
D: I tcegt...+26bp. . .cgcggl qtagl. ..+22%bp. . .ttql gccat. . I cDNA

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Spleil3vante mit einem 237 bp-Insert aus Intron 1

Die heterozygote Genvariante IV8+b G>C ist in der genomischen Sequenz (A) dunkaldnaterlegt. Die
neu genutzte SpleiBstelle ist fett gedruckt. (Bigizein normal gespleites Transkript. (C) und @&jgen
Transkripte mit den eingesplei3ten 237 bp (gruoyvéhl das Wildtyp-G (blau) als auch das C (rot) S 1+5
G>C Variante wurden in den eingesplei3ten Sequelpeehachtet.

Ein weiteresp4-Transkript zeigte eine Retention der Introns %l @inin die mRNA. Ein
Uberspringen der Exons 3-6, wie es bereits bei@Eormen gefunden wurde, konnte nur
einmal identifiziert werden. Andere bereits bei deRrodukten beobachtete SpleiRvarianten
wurden nicht gefunden.

Ein grundsatzlich al$1l-Form zu bezeichnendes Produkt zeigte ein bessridenplexes
Muster an Auffalligkeiten (Abb. 36). Das Exon 3 warim Vergleich zufl-Form um die
letzten drei Basen des Introns 2 (CAG) erweitp®; (Abbildung 38). Zusatzlich beinhaltete
dieses Transkript das 237 bp-Insert im Anschlus€aon 1 (siehe Abb. 35). Auf dieses
folgte ein 141 bp langes Insert, das im Genom 4B&8%enpaare unterhalb des Endes von
Exon 3B im Intron 1 liegt (Abb. 37). Der Beginn diesesdrts liegt an Position 6230 des
MYH-Gens (AF527839).

Exon 1B | 237bp| 141bp| Exon2 |[CAG| Exon3 | Exon4 ====={1Exon 16

Abbildung 36: Schematische Darstellung einer kompben SpleiRvariante
Neben dem 237 bp-Insert aus Intron 1 ist ein 14fabges Insert aus Intron 1 eingespleil3t wordea.\BRiriante
1 des Exon 3 ist an ihrem 5’-Ende um CAG verlanfgmgtmals beschriebene Variante 5 des Exons 3).

<« -»>|e Intron 1 |« -»>
A: |Exon 1B |Gtagg..+4921bp..tctaggataa..+131bp..tcacagtaag..+305bp..ttcag Exon2 | 9DNA

B: |Exon1p | Exon2 | cDNA

C: |Exon1B Igataa..+131bp..tcaca| Exon 2 I cDNA

Abbildung 37: Schematische Darstellung des 141 bmserts aus Intron 1

Der in der gDNA-Sequenz (A) grin hinterlegte Bemeas Intron 1 wurde durch Nutzung der fett gedierck
Splei3stellen falschlicherweise eingespleil3t. IhiéB die cDNA eines normalen SpleiRprodukts daejks(C)
zeigt das um 141 bp verlangerte, fehlgespleil3taskrpt.
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7.5.3.1.3 Neue Spleil3varianten bei dem Probandén V

Insgesamt wiesen zehn von 19 Transkripten keinBdebnderheiten auf. Der bereits bei der

Patientin H177 beobachtete, im Vergleich 4 um drei Basen vorverlegte Beginn des
Exons 3 (Abb. 38), der durch Uberschreiben dertdatzirei Basen (CAG) des Introns 2
zustande kommt, wurde in einem Transkript gefundgiese Variante wurde von uns als
SpleiR3form 5 des Exons 3 bezeichnet. Aufgrund ddreihg des Exonflwurde das gesamte

Transkript al$$5-mRNA bezeichnet.

|« Exon2 |« Intron 2 >l Exon 3 —»]« Intron3 -»}l¢ Exon4 -»|
A: Igcaga. ..tgctg I gtaag...tgcacagcctg tg caglggatg. ..+172bp. . .gacgg Igtagg. 5 .gacaglgcaga ...tgctg | gDNA
B: Igcaga. ..tgctg Iggatg. o oL T 280 o o qacqglgcaga. ..tgctg I cDNA
C: |gcaga...tqctg|caq |ggatg...+l72bp. ..gacgqlgcaqa. ..tgctgl cDNA

Abbildung 38: Schematische Darstellung der Varianté des Exons 3

(A) normale genomische DNA-Sequenz. Die bei dereiBphriante neu genutzte, ungewohnliche (TG)
Spleil3stelle in Intron 2 ist fett gedruckt. Ein mad gespleites Transkript ist in (B) dargestéfit(C) ist das im
Vergleich zur Variante 1 des Exons 3 (B) um 3 bpareerte (griin) Exon 3 zu sehen, das von uns atakte

5 des Exons 3 bezeichnet wurde.

Ein Teil der Transkripte wies Deletionen ganzer ix@der Retentionen von Introns auf
(Abb. 39). Vier Transkripte zeigten ein isolierfdberspringen von Exon 3. Auch wurde der
gemeinsame Ausfall der Exons 3 bis 6 beobachtetséDVariante wurde ebenfalls in drei
Fallen gefunden. Zwe4-Varianten zeigten eine Retention der Introns 4 Gnbei einer

weiterenp4-Form wurden die Introns 5 und 6 eingespleif3t.

A: [ Exon 1B[ Intr. 1] Exon2[intr. 2 [ Exon3 [inir 3| Exon4 [ Intr.4[ Exon5 | inir 5| Exon6 [intr.6 | Exon7 }++{Exon 16 | gpNA
B: [ Exon1p| Exon2 | Exon3 | Exon4| Exon5| Exon6 | Exon7 |++] Exon 16| cDNA
C: | Exon1p| Exon2 | Exon3 | Exon4 | Intron4[ Exon6 | Intron 5| Exon6 | Exon7 fe+{ Exon 16| V' cDNA
D: [ Exon1p| Exon2 | Exon3 | Exon4 | Exon5 [ Intron 5| Exon6 [Intron6 | Exon7 }««{ Exon 16| 77Vt cDNA
E: [ Exon 1f| Exon3| Exon4 | Exon5 | Exon6| Exon7 }++{ Exon16] "2 cDNA
F: | Exon 1p] Exon 2| Exon4 | Exon5 | Exon6 | Exon7 }++{ Exon 16| H177*V! cDNA
G: | Exon1p| Exon2 [ Exon3 | Exon4| Exon6| Exon7 pe+{ Exon16|™77 cDNA
H: | Exon 1p] Exon2 | Exon3 | Exon4 | Exons| Exon7}s:{ Exon 16|77V cDNA
I: | Exon1p| Exon 2| Exon7 }++{ Exon 16| 177"V cDNA

Abbildung 39: Deletion und Insertion gréRerer Genalschnitte im Fall der p-Produkte (H177 und V1)

(A) genomische Sequenz, (B) normales Splei3prodidkt,Retention der Introns 4 und 5, (D) Retentiar d
Introns 5 und 6, (E) Deletion des Exons 2, (F) Betevon Exon 3, (G) Deletion von Exon 5, (H) Débet von
Exon 6, (I) Deletion der Exons 3-6. Exons zwischenen eine Deletion stattfand, sind rot und kugsigruckt.
Neu eingespleil3te Introns sind griin dargestellt.
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Bei zwei der Splei3formen mit fehlendem Exon 3 wveustattdessen eine 150 bp lange,
exonartige, dem Intron 1 entstammende Sequenz splayét (Abb. 40). Diese beginnt im
MYH-Gen 1006 bp oberhalb des Beginns von Exon 2 ani¢tio2541 (AF527839) des Gens.

<« Ex 1|« Intron 1 |« Ex 2|« Intr2—>|< Ex 3
A: 18 | GTAGG..+1231bp. . ARCAGGTATC. .+140bp. . ATTAGGTAAG. . +3985bp. . TTCAG 2 2 3 gDNA
B: [ [ 2 [ 3 | cDNA
c: | 1p |emarc..+140pp..m1TAG] 2 | 3 | cDNA

Abbildung 40: Schematische Darstellung des 150 bmserts aus Intron 1

Der in der genomischen Sequenz (A) grin hinterld@geeich in Intron 1 wurde durch Nutzung der fett
gedruckten Splei3stellen falschlicherweise eingaBpl(C). In dem von uns identifizierten Transkriphlte
zusatzlich das Exon 3. (B) zeigt ein normales Bjpledukt.

Zwei Produkte zeigten ein eigenartig verandertesnEx, bei dem 56 bp in der Mitte des
Exons fehlten. Dabei entsprach der Anfang des Egomsdsétzlich dem dg¥3-Form. Nach

64 Basen, am Startpunkt dpd-Form des Exons 3, wurde dann abgesplei3st undpp6 b
ausgelassen. Die letzten 29 Basen des Exons 3 wjadech wieder eingespleil3t (Abb. 41).

A [GCCTG. . .+54bp. .. TTCAG AGACG...+46bp...CCAAG AGAAA...+19bp...GACGG| cDNA

B: [GCCTG. . .+54bp. .. TTCAGAGAAA. . .+19bp. . . GACGG | cDNA

Abbildung 41: Schematische Darstellung der 56 bp-Detion in Exon 3
Dargestellt ist die Basenabfolge der Variante 3Edems 3. Der gelb hinterlegte Bereich im Exon 3 @ikg bei
der SpleiRvariante verloren (B).
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7.5.3.2 614 b3-Produkte

Die Transkripte der Patientin H177 wurden hierben dr'ranskripten des Probanden V2

gegenibergestellt, welcher keine der bei der Ratidreobachteten Intronvarianten (siehe
7.5.1) zeigte.
Sowohl von der Patientin als auch vom Probanderkdfthten 19 Sequenzen ausgewertet

werden.

7.5.3.2.1 Haufigkeitsverteilung der alternativerok:x8-Formen
Bei der Patientin H177 war dp8-Form vor de31-Form am haufigsten. Dig2-Transkripte
waren bei dem Probanden V2 besonders haufig (T@b. 2

Tabelle 27: Alternative Exon 3-Formen bei den 614 bB-Produkten (H177 und V2)
Es konnten jeweils 19 von 20 klonierten Sequenzesgewertet werden und den verschiedenen grunddigali
Spleil’formen zugeordnet werden. Bei Deletion demEx3 ist keine Zuordnung méglich.

Bl B2 B3 B4 kein Ex 3
H177 4 2 10 1 2
(n=19) (21,1%) (10,5%) (52,6%) (5,3%) (10,5%)
V2 1 10 8 0 0
(n=19) (5,3%) (52,6%) (42,1%) (0%) (0%)

7.4.3.2.2 Neue Spleil3varianten bei der PatientidiiHind dem Probanden V2

Zwolf von 19 Transkripten der Patientin H177 zeigkeine Auffalligkeiten. Wie bereits bei
den kirzererg-Produkten zeigten 2 Transkripte einen isoliertearlid¥st des Exons 3 (siehe
Abb. 39 F). Ein Uberspringen des Exons 6 (siehe. 88bH) wurde bei zwe1-Transkripten
beobachtet. Zwep3- sowie einel2-Form wiesen eine alleinige Deletion des Exonub a
(siehe Abb. 39 G).

Bei 13 von 19 Transkripten des Probanden V2 wuidgne Auffalligkeiten beobachtet. Bei
vier B2-Transkripten kam es zu einer Deletion des Exofsiehe Abb. 39 E). Wie bei der
Patientin H177 zeigten auch bei dem Probanden \& g8+ Transkripten eine Deletion des

Exons 6.
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7.5.3.3 Zusammenfassende Betrachtunddimanskripte

Insgesamt konnten 12 neue Spleil3varianterfdaanskripte beobachtet werden. Fasst man
die Ergebnisse der Analyse der kurzeren (543 bp) der langeren (614 bp) Produkte
zusammen, so konnten bei Analyse von insgesarfitTfanskripten 33 aufféllige Transkripte
gezahlt werden. Zehn Splei3varianten wurden von ems$mals beschrieben und zwei
Varianten waren bereits vorbeschrieben (Exph2B7 bp, Yamaguchi et al., 2002; 150 bp-
Insert aus Intron 1, Ohtsubo et al., 2000). Dieidfgen traten bei den drei untersuchten
Haufigkeit auf (TakB).

Kombinationen der Varianten beobachtet.

Personen in unterschiedlicher Zum Teil wurden auch

Tabelle 28: Ubersicht tiber die nachgewiesenen Sgleiarianten der -Transkripte (H177, V1 und V2)

Bei den aufgetretenen SpleiRvarianten ist in Klamarggegeben bei welcher grundsétzlichen Transkripif
(B1-6, je nach Lange des Exon 3) sie gefunden wuiBlenVerlust des Exon 3 kann das Transkript kettieser
Formen zugewiesen werden. Die Variante mit um 3vbgangertem Exon 3 kann afs-Transkript mit
verlangertem Exon 3 oder aber, wie von uns vordageh, alsp5-Form bezeichnet werden. Da auch
Kombinationen von SpleiBvarianten auftraten, emthpr die Summe der Haufigkeit der einzelnen
Spleivarianten nicht der Anzahl der auffalligeariskripte.

Variante: H177 V1 H177 V2
| 543 bp 543 bp 614 bp 614 bp
untersuchte Transkripte 19 20 19 19
normale Transkripte 9 10 12 13
auffallige Transkripte 10 10 7 6
Haufigkeit der Varianten:
1
141 bp-Insert aus Intron 1 (1x B5) - - -
2
150 bp-Insert aus Intron 1* - (2x @ Ex - -
3)
, 6
*% - - -
um 237 bp verlangertes Exon f& (5% B3: 1xB5)

- 4
Deletion des Exons 2 - - - (4x B2)
Deletion des Exons 3 - 4 2 -
um 3 bp verlangertes Exon 3f5) 1 1 - -

.. 2
56 bp Deletion in Exon 3 - (2x B3) - -
L 2
Transkription der Introns 4+5 (2x p4) - - -
L 1
Transkription der Introns 5+6 (1x p4) - - -
Deletion der Exons 3-6 1 3 - -

: 3
Deletion des Exons 5 - - (1x B2; 2xB3) -

: 2 2
Deletion des Exons 6 - - (2x p1) (2 B3)

* Variante vorbeschrieben durch Ohtsubo et al. 0260 Variante vorbeschrieben durch Yamaguchi et2002
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Die bekannten grundsatzlichen Transkriptvarianted ZXeigten eine unterschiedliche
Haufigkeitsverteilung (Tab. 29). Auch Spleil3fehteaten bei diesen Formen unterschiedlich
haufig auf, wobei di¢4-Form am haufigsten betroffen war.

Tabelle 29: Verteilung der Exon 3-Formen derp-Transkripte und Anzahl der auffalligen Formen
Untersucht wurden 77 einklonierte Sequenzen deeiat H177 (je 19 543 bp- und 614 bp-Produkte) ded
Probanden V1 (20 543 bp-Produkte) und V2 (19 614itmuukte), die dann den bekannten grundsatzlichen
Transkriptformerpl1-4 zugeordnet wurden. In der Zeile darunter iggefiihrt, wie haufig diese grundsatzlichen
Formen zusatzliche SpleiBvarianten aufwiesen. e uns erstmals beschriebef®-Form wurde hier als
auffallige p1-Form (um 3 bp verlangerte Variante 1 des Exoge3yertet.

Transkript Bl B2 B3 B4 kein Exon 3
Anzahl gefundener 9 16 37 5 10
Transkripte (n=77) (11,7%) (20,8%) (48,0%) (6,5%) (13,0%)
Anzahl auffalliger 4 5 11 3 2
Transkripte pro Form (44,4%) (31,3%) (29,7%) (60%) (20%)
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8 Diskussion

Erst seit wenigen Jahren ist bekannt, dass bmdlei Alterationen inMYH-Gen, dessen
Genprodukt im Rahmen der BasenexzisionsreparatudeanReparatur oxidativ bedingter
Genomschaden beteiligt ist, zur Ausbildung eineznadnatésen Polyposis pradisponieren.
Obgleich die genetischen und molekularen Grundladen MYH-assoziierten Polyposis
heute bekannt sind, kénnen viele Fragen noch emtigiltig beantwortet werden. So sind die
Haufigkeitsverteilung und die Pathogenitat der oeiesdenen MYH-Mutationen, der
Krankheitsverlauf und der Phanotyp bei bialleliscdiiéyH-Mutation, die Relevanz der MAP
in der taglichen Praxis sowie die Bedeutung moebstlher Mutationen weiterhin
Gegenstand des wissenschaftlichen Diskurses. Dahibaus wurden in dieser Arbeit auch
bisher wenig beachtete Aspekte, wie das komplexeiSgn der primaren MYH-Transkripte,
der Einfluss von Intronpolymorphismen auf dieseefjprozesse und die Konsequenzen
dieser Spleil3vorgéange fur die von den jeweiligenNAR translatierten Proteine, untersucht.

8.1 Studiendesign und Patientenkollektiv

In verschiedenen Untersuchungen wurde im Laufe G#rten Jahre nachMYH-
Keimbahnmutationen gefahndet. Am haufigsten wurdefgrund des bekannten milden
Polyposis-Phanotyps bei biallelischéfYH-Inaktivierung negativ aufAPC-Mutationen
getestete FAP- oder AFAP-Patienten gezielt ausegrd®olyposisregistern ausgewahlt und
untersucht (Sieber et al., 2003; Sampson et a).3;2Rielsen et al., 2005; Isidro et al., 2004;
Alhopuro et al., 2005; Aretz et al., 2006). Andeegts wurden auch jingere Patienten aus
grof3en Kolonkarzinomdatenbanken untersucht (Entetlral., 2003; Croitoru et al., 2004;
Fleischmann et al., 2004). Gelegentlich stellte miasen selektierten Patienten noch einzelne
Gruppen von Patienten ohne bekannte Darmerkranigaeggeniber (Wang et al., 2003;
Gismondi et al., 2004).

Dagegen wurde in der vorliegenden Studie prospektiwnselektiertes gastroenterologisches
Patientenkollektiv untersucht, bei dem aus klinesdindikation eine Koloskopie durchgefuhrt
wurde. Hierdurch sollte die Préavalenz véiyH-Mutationen bei Patienten mit multiplen
kolorektalen Polypen mit derjenigen bei Patientehmar wenigen Polypen, Normalbefund
oder CED verglichen werden. Die BedeutuMyH-assoziierter Phanotypen in der taglichen
Praxis sollte dadurch naher evaluiert werden. Dulah Betrachtung eines gemischten
Patientenkollektivs mit relativ wenigen Polyposisgaten mit MAP-typischer Klinik wurden
allerdings deutlich weniger Patienten mit bialletier MYH-Inaktivierung identifiziert als in
kleineren Studien mit selektierten Patienten (Jated., 2002; Sampson et al., 2003; Nielsen

et al., 2005; Aretz et al., 2006). Dagegen war églith zuverlassigere Pravalenzdaten zu
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erheben sowie die Haufigkeit voklYH-Mutationen bei Patienten ohne den typischen
Polyposis-Phénotyp zu bestimmen. Die hieraus gewmem Daten koénnen helfen

Patientengruppen zu identifizieren, die moglicheserevon einer pradiktive Testung vor

Ausbildung der typischen Polyposis profitieren kidm

Die in vorangehenden Studien betrachteten Sticlgorédgen zumeist im Bereich unserer 352
Patienten (Sieber et al., 2003; Gismondi et abD520gelegentlich aber auch deutlich darunter
(Isidro et al., 2004; Alhopuro et al., 2005; Ruksg¢lal., 2006). In Einzelfallen wurden tber

500 (Enholm et al., 2003; Wang et al., 2004; Elasbd al., 2005) oder gar Uber 2000

Patienten (Croitoru et al., 2004) untersucht.

8.2 Haufigkeit vorMYH-Keimbahnvarianten

8.2.1 Bestimmung der Allelfrequenz von Y165C und G®D
Trager biallelischer MYH-Hotspotmutationen konnten im koloskopisch untenser

Gesamtkollektiv beziehungsweise bei den Risikopesanit kolorektalen Adenomen oder
Karzinomen in einer Frequenz von 0,3% beziehungsve), 8% identifiziert werden.
Monoallelische MYH-Hotspotmutationen konnten im untersuchten Gesamid
Risikokollektiv bei 1,7% beziehungsweise 1,5% datidhten gefunden werden.

8.2.1.1 Bestimmung der Allelfrequenz in der Norneaiilkerung

Die bei gesunden Probanden gefundene AllelfrequiErzbeiden Hotspotmutationen von
zusammen 0,89% (7.1.1) entspricht weitgehend degelBissen anderer Studien. Diese
gehen von einer Allelfrequenz von zusammen 0,86%dens et al., 2006) bis 2% (Isidro et
al., 2004) fur Y165C und G382D aus. Entsprecherskran Ergebnisse wurden in einer 107
Patienten umfassenden Kontrollgruppe einer engisctudie ebenfalls zwei Y165C- und
keine G382D-Variante gefunden (Sieber et al., 2008)5en weiteren von uns untersuchten
Patientengruppen (Adenom- und KarzinompatientenD-@&tienten) wurde, wenn auch
seltener als die Y165C-Form, mehrfach die G382DdaWaih nachgewiesen. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die Y165C-Variante in unserer Regwar am haufigsten vorkommt, die
G382D-Mutation aber bei groRerem Stichprobenumfamghl auch in der gesunden
Bevolkerung gefunden werden kann.

In der Schweiz und in Finnland wurden in Kontraligpen, die 100 beziehungsweise 424
gesunde Probanden umfassten, keine Mutationen dgiu(Russell et al., 2006; Enholm et
al., 2003). Fur Finnland wird davon ausgegangess dia der dortigen BevdlkerungYH-
Mutationen, wie aucAPC-Mutationen, relativ selten sind (Enholm et al.02p
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Die Patienten der Kontrollgruppen wurden im Gegensal den von uns untersuchten
Patienten bisher nur in relativ wenigen Studierokkbpiert (Wang et al., 2004; Gismondi et
al., 2004). Die Untersuchung nicht koloskopierteolanden kann jedoch durch Einschluss
von Patienten mit einer bisher unentdeckten Polgpasfalsch hohen Allelfrequenzen in der

gesunden Kontrollgruppe fihren.

8.2.1.2 Haufigkeit der Hotspotmutationen bei Paérmit Adenomen und Karzinomen

Die Haufigkeit der Mutationen wurde in verschieden@atientengruppen (Patienten mit
Adenomen und KRK, Patienten mit ausschlief3lich Axeen oder KRK) bestimmt. Die
Gruppe der Patienten mit Adenomen konnte noch tgilteverden in Patienten mit unter 15
Adenomen oder mindestens 15 Adenomen. Die meistetatiddnen wurden in der Gruppe
der Patienten mit Gber 15 Adenomen gefunden (7.58)wurde in dieser Gruppe mit 8
Patienten signifikant haufiger als bei Darmgesundemd Patienten mit chronisch
entzuindlichen Darmerkrankungen eine der beiden gattsutationen gefunden (p=0,001).
Die Y165C-Mutation wies eine Allelfrequenz von 1%5und die G382D-Variante eine
Allelfrequenz von 6,25% auf. In vorangehenden Sdionnten bei Patienten mit Uber 15
beziehungsweise Uber 20 Adenomen teilweise Allgifemzen von Uber 20% fiMYH-
Mutationen (Aceto et al., 2004; Wang et al., 20§dfunden werden.

In der Gruppe der Patienten mit weniger als 15 Ade&mn wurde nur die G382D-Mutation
mit einer Allelfrequenz von 0,5% gefunden. In uesetntersuchung zeigte sich kein
statistisch signifikant haufigeres Auftreten vbiiyH-Mutationen bei Vergleich samtlicher
Patienten mit Adenomen (1-40 Adenome) oder Karzemomnit Darmgesunden oder CED-
Patienten (p=0,49). Diese Beobachtungen sprechdiir, ddass MYH-Mutationen bei
Patienten mit nur einzelnen Adenomen nicht haufigjed als in der gesunden Normal-
Bevolkerung. In einer italienischen Studie wurde Patienten mit wenigen Adenomen (1-9)
fur Y165C und G382D zusammen eine Allelfrequenz ot ermittelt (Gismondi et al.,
2004).
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8.2.1.3 Haufigkeit der Hotspotmutationen bei Pagérmit CED

Die Allelfrequenzen von jeweils 0,5% fur beide Migaen (7.1.3) liegen im Bereich der

Zahlen bei Darmgesunden und auch im Bereich dertrildgruppen anderer Studien

(8.2.1.1).MYH-Inaktivierungen kommen nicht signifikant haufidesi Patienten mit CED als

bei gesunden Probanden vor (p=0,86). Da bisher kette groRere Gruppe von Patienten
mit CED aufMYH-Mutationen untersucht wurde, existieren keine \&cpsdaten.

8.2.2 Haufigkeit weiterer Mutationen und ihre Bedetung
Bisher konnten neben den beiden besonders haufijaiationen Y165C und G382D
weltweit 45 weitere exonische Varianten gefundemdee, die aufgrund der resultierenden

Phanotypen oder aufgrund der Mutationslage in eifiandie Enzymfunktion essentiellen

Genabschnitt als pathogen eingestuft werden (T@b. 3

Tabelle 30: Ubersicht der beschriebenen sehr wahriseinlich pathogenenM YH-Mutationen

Angegeben ist, wie viele Allele der jeweiligen Mtbaen bisher beschrieben wurden (Haufigkeit). Die
Erstbeschreiber der Varianten werden ganz rechighat. Neben den in der Tabelle angegebenen Refanen
wurden auch die in den Arbeiten von Enholm et2003; Croitoru et al., 2004; Truta et al., 2005ni@ara et
al., 2004; Alhopuro et al., 2005, Bougen et alQ&0Croitoru et al., 2007; De Ferro et al., 200Zhggewiesenen
Mutationen bei der Bestimmung der Haufigkeit deizelnen Varianten berucksichtigt. Mutationen, diefiger

als zehnmal gefunden wurden, sind grau hinterlBg. Genort-Angaben beziehen sich auf die NM012222-
Sequenz.

Exon Mg;a:]t;obneﬁgf F':/: g::it:](;nbzﬁg Mutationstyp H?(Léfi'tg' Erstpublikation

3 199 200delGT S67fs frame shift 1 Venesio et al., 2004
3 274 C>T R83X nonsense 2 Sieber et al., 2003
3 252delG G84fs frame shift 1 Sieber et al., 2003
3 267 G>A W89X nonsense 1 Kairupan et al., 2005
3 270 C>A Y90X nonsense 9 Jones et al., 2002

3 271 G>A D91IN missense 1 Nielsen et al., 2005
4 340 T>C Y114H missense 2 Isidro et al., 2004

5 349 T>A WI117R missense 1 Sampsonet al., 2003
5 379delC Q127fs frame shift 1 Ponti et al., 2005

5 411 416dupATGGAT 137insIW in frame dup 3 Sieber et al., 2003
6 428 C>T P143L missense 1 Aretz et al., 2006

7 494 A>G Y165C missense 284 Al-Tassan et al., 2002
7 502 C>T R168C missense 1 Wang et al., 2004

7 503 G>A R168H missense 4 Isidro et al., 2004

7 512 G>A R171Q missense 1 Russell et al., 2006
8 544 G>T E182X nonsense 1 Eliason et al., 2005
8 586 C>T Q196X nonsense 1 Aretz et al., 2006

9 625 A>G 1209V missense 2 Sieber et al., 2003
9 658 G>A V220M missense 1 Fleischmann et al., 04
9 679 C>T R227W missense 1 Fleischmann et al., 04
9 692 G>A R231H missense 4 Aceto et al., 2004

9 691 C>T R231C missense 2 Miyaki et al., 2005
9 694 G>T V232F missense 1 Sieber et al., 2003
9 697 C>T R233X nonsense 1 Nielsen et al., 2005
10 778 C>T R260W missense 1 Aceto et al., 2004
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10 782_87dupCAGGAG 263insAG in frame dup 1 Aretz et al., 2006
10 817delG A273PfsX32 frame shift 1 Aretz et al., 2006
10 842C>T P281L missense 2 Aretz et al., 2006
11 898 C>T Q300X nonsense 1 Eliason et al., 2005
12 970 C>T Q324X nonsense 3 Sampson et al., 2003
12 1096 C>A P366T missense 1 Nielsen et al., 2005
12 1103delC A368fs393X frame shift 14 Sieber et al., 2004
12 1105delC L369LfsX25 frame shift 12 Nielsen et al., 2005
12 1121 T>C L374P missense 1 Aceto et al., 2004
12 1129 C>T Q377X nonsense 7 Nielsen et al., 2005
13 1145 G>A G382D missense 221 Shinmura et al., 2000
13 1172 C>T P391L missense 12 Nielsen et al., 2005
13 1186 87insGG E396fs437X frame shift 12 Isidro et al., 2004
13 1234 C>T R412C missense 2 Fleischmann et al., 04
14 1375 G>A A459T missense 4 Fleischmann et al., 04
14 1391 93delAGG Q464X nonsense 2 Kairupan et al., 2005
14 1395 97delGGA 466delE inframe del 21 Gismondi et al., 2004
14 1396 G>T E466X nonsense 16 Jones et al., 2002
14 1419delC S473fs frame shift 1 Sieber et al., 2003
14 1423 G>A A475T nonsense 1 Kairupan et al., 2005
15 1435G>T V479F missense 1 Aretz et al., 2006
15 1452 G>C Q484H missense 1 Gorgens et al., 2006

Um ausschlielen zu kdnnen, dass solche selteméyéhMutationen in unserem Kollektiv
vorkommen, wurden die Exons 2-14 bei 16 Patientgaraucht. Da bisher in den Exons 1
1B, 1y und 16 keine und im Exon 15 nur in zwei Fallen igaheinlich pathogene Mutationen
identifiziert wurden, wurde von uns auf eine Untetsung dieser Exons verzichtet.

Bei keinem unserer sechs Patienten mit einer mtalisahen Hotspotmutation (7.2.1) konnte
eine vorbeschriebene oder neue wahrscheinlich gatteoMutation identifiziert werden. Bei
neun weiteren Patienten mit mindestens neun kdalesk Adenomen wurde ebenfalls keine
Mutation gefunden (7.2.2). Wie in der tbrigen ediephen Bevolkerung (Sieber et al., 2003;
Gismondi et al., 2004; Nielsen et al., 2005; Russehl., 2006) scheinen die Y165C- und
G382D-Mutationen somit auch in Deutschland domemnedrzu sein. Die Y165C-Mutation ist
in Ubereinstimmung mit unseren Beobachtungen nshdsi weltweit 284 identifizierten
Allelen gegenuber 221 nachgewiesenen G382D-All¢ehe Tab. 30) insgesamt etwas
haufiger. Dagegen scheint in nordamerikanischenuRtpnen die G382D-Form mit
Allelfrequenzen um 0,7% deutlich haufiger als Y165& einer Frequenz von lediglich 0,3%
zu sein (Croitoru et al., 2004; Eliason et al., 200n Indien, Pakistan oder Japan kommen
die Y165C- und G382D-Varianten Uberhaupt nicht \@®tattdessen dominieren die in der
kaukasischen Rasse nicht vorkommenden E466X-, Y9Méziehungsweise R231C-
Mutationen (Jones et al., 2002; Miyaki et al., 20@e Mehrzahl der selteneren Mutationen
wurde bisher nur ein- oder zweimal gefunden (si€ab. 30). Dagegen sind in einzelnen,

jedoch nicht in allen, beobachteten Regionen bestanMutationen, die ansonsten keine
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Rolle spielen, haufiger vorhanden. So machen déxldéE- und die E396fs437X-Formen in
Sudeuropa (Gismondi et al., 2004; Isidro et alQ&2MAceto et al., 2004), sowie die P391L-
Mutation in den Niederlanden (Nielsen et al., 2008) ungefahr 15% einen relevanten Teil
der Mutationen aus. Ob es sich dabei im Einzeliali sogenannte Founder-Mutationen
handelt, oder ob Trager dieser Varianten von Utiami mit hohem Anteil an der
Bevolkerung der jeweiligen Region abstammen, iglam Unsere Ergebnisse legen dagegen
nahe, dass andere als die Y165C- und G382D-Vanarnte der sudwestdeutschen
Bevolkerung sehr selten sind. Eine andere Studigentschland, die Patienten mit AFAP-
oder mildem FAP-Phanotyp untersucht hat, zeigtegeddass die beiden Hotspotmutationen
in Deutschland wohl nur circa 2/3 defYH-Mutationen ausmachen. Die restlichen verteilen
sich auf 19 seltenere Varianten, wobei 1105 delitG2cmem Anteil von 6,25% und 466 del E
mit 7,1% haufiger vorkommen (Aretz et al., 2008).einer kanadischen Arbeit machten die
Y165C und die G382D Variante sogar nur ein Drittet MYH-Mutationen aus (Croitoru et
al., 2007). Die hohen Anteile von 43% und 33% flt68C und G382D an allen bisher
nachgewiesenemYH-Mutationen (siehe Tab. 30) kann dadurch erklartder, dass in

einem Teil der Studien nur gezielt nach diesendreMutationen gesucht wurde.
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8.2.3 Exonische und intronische Varianten unklarePathogenitat

8.2.3.1 Haufigkeit und Bedeutung exonischer Geawnden

Neben exonischen Varianten, welche in der Regekingr Funktionseinschrankung des
Enzyms flhren (8.2.2), existieren weitere Variantan denen nicht sicher bekannt ist, ob
eine relevante Reduktion der Enzymaktivitat entstetd sie damit als funktionell pathogen
anzusehen sind (Tab. 31). Hierbei handelt es sitheist um Basenaustausche, die keine
Anderungen der Aminosaurensequenz nach sich zietlenum Varianten, die sowohl unter
klinisch erkrankten Patienten als auch unter gesarRfobanden relativ haufig vorkommen,

und daher als Polymorphismen bezeichnet werden.

Tabelle 31: Ubersicht der Varianten mit fraglicher pathogener Relevanz

Angegeben ist, wie viele Allele der jeweiligen \&arie bisher beschrieben wurden (Haufigkeit). Sofern
Allelfrequenz-Angaben existieren, wurden diese gegen. Die Erstbeschreiber der Varianten werderz gan
rechts erwahnt. Neben den in der Tabelle angegelReterenzen wurden auch die in den Arbeiten vdifokth

et al.,, 2003; Kambara et al., 2004 und Isidro et 2004 nachgewiesenen Haufigkeiten der Varianten
berucksichtigt. Die Genort-Angaben beziehen sichdée NM012222-Sequenz. Bei stillen Mutationen koimm
es nicht zum Aminosaurenaustausch.

=Gl Mg(t:;c:aobneﬁ:f glr 3::?:1%%:% Mutationstyp Haufigkeit Erstpublikation

1 42 C>T 1141 stille Mutation 1 Fall Aretz et al., 2006

2 235 C>T P18L missense 1 Fall Shinmura et al., 2000
2 64 G>A V22M missense 2-10% Shinmura et al., 2000
2 256 G>A G25D missense 1 Fall Shinmura et al., 2000
3 210 C>T Y70Y stille Mutation 1 Fall Al-Tassan et al., 2004
3 270 C>T Yo0Y stille Mutation 2 Falle Alhopuro et al., 2005
5 408 C>T T136T stille Mutation 1 Fall Aretz et al., 2006

9 672 C>T N224N stille Mutation 1 Fall Aceto et al., 2004

10 827 G>A C276W missense 1 Fall Fleischmann et al., 2004
10 883 C>T R295C missense 2 Falle Sieber et al., 2003

12 972 G>C Q324H missense 17-24% Shinmura et al., 2000
12 996 G>A S332S stille Mutation 1 Fall Kairupan et al., 2005
13 1234 C>T R412C missense 2 Falle Fleischmann et al., 2004
14 1571 G>C T463T stille Mutation 5 Falle Shinmura et al., 2000
14 1407 C>T T469T stille Mutation 1 Fall Aretz et al., 2006

15 1452 G>C Q484H missense 1 Fall Gorgens et al., 2006
16 1502 C>T S501F missense 1-6% Al-Tassan et al., 2004
16 1505 C>T P502L missense 1 Fall Fleischmann et al., 2004
16 1559 G>A R520Q missense 1 Fall Fleischmann et al., 2004

In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich die QBR¥ariante viermal bei zwolf

Adenompatienten (16,6% der Allele) und einmal ber Watienten ohne Adenome (12,5%)
gefunden. Trotz der auf3erst geringen Fallzahl hedese Haufigkeiten im Bereich der
Allelfrequenzen anderer Studien. So wurden in \eestenen Patientengruppen
Allelfrequenzen von 11% (Gorgens et al., 2006), {¥6lro et al., 2004), 21% (Sieber et al.,
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2002) und 29% (Halford et al., 2003) gefunden, wofmveils keine signifikanten
Unterschiede zwischen Studien- und Kontrollgrupipestanden.

8.2.3.2 Haufigkeit und Bedeutung intronischer Geiavden

Neben Alterationen innerhalb der Exons existierarcha Varianten der intronischen

Basensequenz (Tab. 32).

Tabelle 32: Ubersicht der bekannten Intronvarianten

Die Anzahl der beschriebenen Allele ist angegebdaufigkeit). Sofern Allelfrequenz-Angaben existiere
wurden diese angegeben. Neben den angegebeneerRefewurden auch in den Arbeiten von Croitorul.et a
2004; Kairupan et al., 2005; Miyaki et al., 2005imKet al., 2007 identifizierte Intronvarianten baér
Bestimmung der Haufigkeit der Varianten bericksgthDie Genort-Angaben beziehen sich auf die AFBRBz
Sequenz.

Genort Intronlage Haufigkeit Erstpublikation Pathogenitat
983 G>C IVS 1B+5 5 Yamaguchi et al., 2002 wahrscheinlich
989 C>T IVS 1+11 7 Tao et al., 2004 unklar
2498 A>G IVS 1+1520 1 Yamaguchi et al., 2002 unklar

4405 G>C IVS 1+3427 1 Yamaguchi et al., 2002 unklar
6836 A>G IVS 2+30 ca. 4% Al-Tassan et al., 2004 unklar
6881 G>A IVS 2+75 1 Al-Tassan et al., 2004 unklar
7795 G>A IVS 3+11 1 Tao et al., 2004 unklar
7980 G>A IVS 4-46 1 Aretz et al., 2006 unklar
8007 T>C IVS 4-20 1 Al-Tassan et al., 2004 unklar
8026 G>A IVS 4-1 1 Sampson et al., 2003 wahrscheinlich
8237 G>G IVS 5-1 1 Aretz et al., 2006 wahrscheinlich
8314 G>A IVS 6+35 7-62% Shinmura et al., 2000 unklar
8635G>A IVS 8+12 1 Al-Tassan et al., 2004 unklar
8644 C>A IVS 8+21 ca.1l,5% Fleischmann et al., 2004 unklar
8681 G>A IVS 8+58 ca.1,5% Isidro et al., 2004 unklar
8684 T>A IVS 8+61 ca.1l,5% Isidro et al., 2004 unklar
8509 G>A IVS 8-1 1 Nielsen et al., 2005 wahrscheinlich
9034 A>C IVS 10+3 14 Sampson et al., 2003 wahrscheinlich
9109 A>G IVS 10-2 6 Tao et al., 2004 wahrscheinlich
9321 G>A IVS 11-27 3 Al-Tassan et al., 2004 unklar
9349 C>T IVS 11-9 1 Aretz et al., 2006 unklar
9584 G>T IVS 12-57 ca.1l,5% Isidro et al., 2004 unklar
9639 A>G IVS 12-2 1 Eliason et al., 2005 wahrscheinlich
9802 del30bp IVS 13+25 1 Eliason et al., 2005 wahrscheinlich
10599 G>C IVS 14-40 ca. 8% Isidro et al., 2004 unklar
10601 A>G IVS 14-38 1 Al-Tassan et al., 2004 unklar
10683 T>C IVS 15+2 1 Aretz et al., 2006 wahrscheinlich
10708 G>A IVS 15+27 1 Al-Tassan et al., 2004 unklar
11758 A>G IVS 15-2 1 Wang et al., 2004 wahrscheinlich

Intronvarianten, die die hochkonservierten Basen kifessischen 5’- oder 3’-Spleil3stellen
verandern und nicht in homozygoter oder compountérbeygoter Form bei gesunden
Probanden beobachtet wurden, werden als krankkeitsachend angesehen. Schwierig ist

dagegen die Bewertung von Varianten, die tief itnoim lokalisiert sind. Diese kénnten durch
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Zerstorung eines bisher unbekannten Spleil3-Silen€&&enerierung eines Enhancers (3.4.1)
oder auch durch Bildung einer alternativen Spleilistrotzdem zu Fehlspleil3en fuhren. Ein
grofer Teil dieser Intronvarianten kommt allerdir@gmlich haufig in Kontrollgruppen mit
gesunden Probanden wie in Gruppen mit méglicheendigH-assoziierten Phanotypen vor.
Neben den vorbeschriebenen Intronvarianten IF81G>C, IVS 2+30 A>G, IVS 6+35 G>A
wurden in unserer Untersuchung auch die bisherkammgen Varianten IVSdt#314 G>C;
IVS 18+2900 T>G; IVS B+3430 C>G detektiert.

Die seltene IVS [i+5 G>C-Variante wurde von uns erstmals in Komboratmit anderen
Varianten bei einem Patienten mit multiplen Kologaoimen gefunden (7.5.1). Die Variante
wurde urspringlich in einer Lungenkarzinomzellliteschrieben (Yamaguchi et al., 2002)
und bisher bei drei Kolonkarzinom-, einem Osophkgtsnom-, einem Hautkrebspatienten
aber auch bei vier gesunden Probanden in jeweilerdmygotem Zustand gefunden
(Yamaguchi et al.,, 2002; Kambara et al., 2004). dmer kleinen Studie wurden
Allelhaufigkeiten von 1,8 % bei gesunden Probanfierb3) und 0,5% bei Patienten mit
sporadischem kolorektalem Karzinom (n=92) ermit(glambara et al., 2004), wobei diese
durch die geringe Fallzahl als problematisch angaseverden missen.

Die IVS 2+30 A>G-Variante wurde von uns ebenfalediglich einmal bei nur 12
untersuchten Adenompatienten (tber 25 Adenome dlder 9 Adenome und jinger als 70
Jahre) gefunden (7.2.3). Daraus ergibt sich bgesichrankter Aussagekraft bei Beobachtung
einer kleinen Gruppe eine Allelhaufigkeit von 4,2%. darmgesunden Kontrollgruppen
anderer Studien konnten Allelhaufigkeiten von his4z9% beobachtet werden (Al-Tassan et
al., 2004). Somit scheint diese Variante genessht haufig zu sein, aber nicht haufiger bei
Polyposispatienten als bei gesunden Personen varazukn. Dariber hinaus wurde die IVS
2+30 A>G-Variante auch schon in homozygoter Formdgasunden Probanden beobachtet
(Gorgens et al., 2006), was gegen eine pathogedeuBang spricht.

Die Haufigkeit des IVS 6+35 G>A-Polymorphismus betin unserer Studie jeweils 12,5%
in der Adenom- und der Kontrollgruppe (jeweils 2étiénten) (7.3). In einer Gruppe von 292
darmgesunden Probanden wurde in einer vorangeheAdagit eine nahezu identische
Allelfrequenz von 12,8% festgestellt (Al-Tassanakt 2004). Bei Vergleich der Haufigkeit
der Variante bei Kolonkarzinompatienten mit demgem bei gesunden Probanden wurde auch
in bisherigen Untersuchungen kein signifikanteragsthied wahrgenommen (Gorgens et al.,
2006). Somit scheint es sich auch hier um einegrR@iphismus ohne pathogene Relevanz
zu handeln. Bei Betrachtung von Patienten mit mplgti (>10) Adenomen in Portugal wurde
dagegen in 62,2% der Falle die IVS 6+35 G>A-Vaeagéfunden (Isidro et al., 2004). Es
bleibt also offen, ob die Variante nur bei den mserer Studie unterreprasentierten Patienten
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mit multiplen Adenomen haufiger vorkommt, oder ole dsenvariante (A-Allel) in
verschiedenen Volksgruppen ohne Klinische Releviaaafiger ist als das von uns als
Normalform angesehene G-Allel. Die Tatsache, dasghkl in unserer Studie als auch in
anderen Studien (Gorgens et al.,, 2006) der Polynmmmus teilweise bei gesunden
Probanden homozygot vorlag, spricht gegen einelide@t Funktionseinschrankung des
Enzyms durch diese Variante.

Neu von uns entdeckt wurden drei weitere Genvarait Intron 1 (IVS &+314 G>C; IVS
18+2900 T>G; IVS B+3430 C>G), die allesamt nicht vorbeschrieben sivel.das gesamte
Intron 1 nur bei zwei Personen komplett sequenzienide, kann keine Aussage zu der
H&aufigkeit der Varianten getroffen werden.

Die Bedeutung der identifizierten Intronpolymorphen fir das Spleil3en der Pra-mRNA
wird in Abschnitt 8.4 diskutiert.

8.3 Phéanotyp bei verschiedenen genotypischen Kitaigiaen

8.3.1 Inaktivierung beider Allele durch sicher pattogene Mutationen

Klassische Beispiele fur diese Konstellation simambzygot vorliegende G382D- oder
Y165C-Mutationen sowie compound heterozygote Y1&882D-Genotypen. Allerdings
scheinen auch genotypische Konstellationen mit gstehs einer der anderen wahrscheinlich
pathogenenMYH-Mutation (siehe Tab. 30) deutlich haufiger vorzoiten als bisher
vermutet (Aretz et al., 2006; Croitoru et al.,, 2DOPhanotypische Unterschiede bei
biallelischer MYH-Inaktivierung durch verschiedene Mutationen wurdeislang nicht

nachgewiesen.

8.3.1.1 Anzahl der Adenome bei MAP am Beispiel dasenten H503

Eine biallelischeMYH-Inaktivierung kann zu einem Phanotyp mit multipleolorektalen

Adenomen fiihren (Al-Tassan et al., 2002; Jone&,2@02). Uber den Auspragungsgrad und
zeitlichen Verlauf dieser MYH-assoziierten Polymo@VAP) wird aber weiterhin diskutiert.
Wahrend APC-Keimbahnmutationen fur einen Groliteil der FAP-&&P100 Polypen),
jedoch nur fur wenige AFAP-Falle (10-100 Polyperjantwortlich sind, sollen biallelische
MYH-Inaktivierungen neueren Studien zufolge eine @i Rolle bei der AFAP spielen und
maoglicherweise groReren Anteil an deren Entstethaizpn alsAPC-Mutationen (Venesio et
al., 2004; Nielsen et al., 2006; Bougen et al., 72060 konnten bei 17-45% d&PC-
negativen AFAP-Patienten (Russell et al., 2006;8semet al., 2004), aber nur bei 7,5-13,2%
der APC-negativen FAP-Patienten (Sieber et al., 2003; piimo et al., 2005; Gismondi et al.,
2005; Russell et al. 2006) biallelisciMYH-Mutationen gefunden werden. Entsprechend
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wurde die héchste Frequenz biallelischerH-Mutationstrager mit 16-42% bei Patienten mit
15-100 Adenomen beobachtet (Sieber et al., 2008n@adi et al., 2004; Isidro et al., 2004;
Aretz et al., 2006). Bei 7-19% der Patienten mierit00 Adenomen wurden ebenfalls
biallelischeMYH-Mutationen gefunden (Jones et al., 2002; Sampsah,2003; Wang et al.,
2004; Aretz et al., 2006). In der von uns durchgein Untersuchung wies einer von acht
Patienten mit Uber 15 kolorektalen Adenomen (12,8 biallelischéMYH-Mutation auf.
Deutlich seltener wurden hingegen weniger aggres§iianotypen mit weniger als zehn
Kolonadenomen sowie frih auftretende kolorektalerzk@me mit oder ohne wenige
begleitende Adenome bei bialleliscHdiYH-Inaktivierung beobachtet (Enholm et al., 2003;
Wang et al., 2004, Croitoru et al., 2004; Farrimgetd al., 2006). Klinische Bilder mit Uber
1000 Kolonadenomen wurden erst bei zwei Patienéselten (Isidro et al., 2004; Aretz et al.,
2006).

Aus der Existenz dieser stark unterschiedlichen nBtyfpien bei identischen
Mutationskombinationen muss postuliert werden, dastere genetische oder epigenetische
Faktoren den Phanotyp mitbestimmen (Aceto et #&Q42 Denkbar waren hierbei eine
Promotormethylierung oder zusatzliche Mutationeanderen Genen. Betrachtet man jedoch
die Krankengeschichte eines MAP-Patienten vom ristienom an im zeitlichen Verlauf, so
lasst sich feststellen, dass die beobachtetenskhen Manifestationen im Laufe des
Patientenlebens konsekutiv und voneinander abgaermlfeinander folgen kénnen:

So wurde bei dem in unserer Studie identifiziefatienten mit compound heterozygotem
Y165C/G382D-Genotyp (7.4) im Jahr 1994 bei einegn&resektion zuféallig ein
Sigmakarzinom (T1 NO MO) auf dem Boden eines twaliisen Adenoms festgestellt. Bei
Nachsorgekoloskopien bis zum Jahr 1999 wurden keateren Adenome diagnostiziert. Bis
2003 wurden lediglich 7 weitere Adenome endoskdpiabgetragen. Danach wurde bei
folgenden Kontrollen ein rascher Anstieg innerhlalivzer Zeit neu entstandener Adenome
beobachtet (Abb. 42). Somit kann unser Patientajeh Beobachtungszeitpunkt, mehreren
bekannten MYH-assoziierten Phé&notypen zugeordneteme Wahrend der Patient in der Zeit
von 1994 bis 1999 lediglich ein MYH-assoziierteghfrauftretendes kolorektales Karzinom
ohne begleitende Polypen aufwies, konnten bis 2002venige Adenome gefunden werden.
In der Zeit von 2003 bis 2007 lag eine MYH-assomieAFAP vor und seit 2007 handelt es
sich um eine MYH-assoziierte FAP. Durch genauerga@atung von in anderen Arbeiten
erhobenen klinischen Daten lasst sich auf &hnlibedaufe schlieRen (Aretz et al., 2004;
Jenkins et al., 2005). Allerdings ist der zufaligéntdeckung des Karzinoms bei unserem

Patienten zu verdanken, dass aufgrund der Kontrtglisuchungen erstmals der zeitliche
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Erkrankungsverlauf eines MAP-Patienten von einemzedhen KRK bis zu einem Bild mit

multiplen Adenomen klinisch gut dokumentiert werd@mnte (Abb. 42).
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Abbildung 42: Anzahl der im Verlauf bei dem Patienen H503 pro Jahr entfernten Adenome

Dargestellt sind die seit Diagnose des kolorekt&larrinoms im Jahr 1994 abgetragenen Adenome. krdex
symbolisiert ein Adenom. Neu hinzugekommene Adensmd rot dargestellt, die bereits in vorhergehande
Untersuchungen abgetragenen Adenome und Karzinowdegslb dargestellt. Uber den Séaulen ist jeweits d
Zahl der neuen Adenome und in Klammer die Zahlildner insgesamt abgetragenen Adenome angegel&n. Di
Abstande zwischen den einzelnen Untersuchungen wierhalb der Zeitachse angegeben. Im Jahr 2004
erfolgten drei Untersuchungen im Abstand wenigeckién.

Die bei dem Patienten mit biallelischdiyH-Inaktivierung im Verlauf beobachtete Zunahme
der Zahl neu entstehender Adenome konnte sichridigenalien erklaren lassen:

Durch den standig auf die Erbinformation einer D&tammzelle einwirkenden oxidativen
Stress entsteht in verschiedensten Genen dieskmnZentinuierlich 8-oxoG. Dieses wird
jedoch zumeist durch die Aktivitatt von OGG1 wiedentfernt bevor die gefahrliche
Fehlpaarung mit Adenin stattfinden kann. Ein sdbmler Anteil des 8-o0xoG entgeht jedoch
immer der Entfernung und fuhrt bei ausgefalleneeradark eingeschrankter MYH-Funktion
Uber die Fehlpaarung mit Adenin zu den typische@-&T:A-Mutationen (3.2.3). Die so
entstehenden somatischen Mutationen betreffen digcliilir die kolorektale Adenom- und
Karzinomentstehung verantwortlichen Gene (3.1.2 813d7). Im Laufe des Lebens weisen
immer mehr Darm-Stammzellen von Patienten mit vedigmnd ausgefallener MYH-Funktion
Mutationen in diesen Genen auf (Abb. 43). Das efsdlenom entsteht, wenn die erste
Stammzelle, oder eine der teilungsfahigen Zellen déchsten Generationen, das zur
Adenomentstehung nétige Mutationsmuster, nach deutVorstellung mindestens die
Inaktivierungen beideAPC-Allele (Powell et al., 1992), aufweist (Abb. 438Jit steigendem
Lebensalter liegen immer mehr Stammzellen mit eimeiektenAPC-Allel vor und geben
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dieses an die Tochterzellen weiter. Damit wirdramer wahrscheinlicher, dass eine weitere
durch MYH-Ausfall bedingteAPC-Mutation, oder aus anderen Grinden auftreteNeeé-
Mutation, in der Stammzelle selbst oder einer netlungsfahigen Tochterzelle das zweite
APC-Allel inaktiviert. Die erste Mutation muss in einer langlebigen Stasmilaztattfinden,
da ansonsten aufgrund der kurzen Lebensdauer ugderimen Teilungsfahigkeit der
Tochterzellen nicht gentuigend Zeit fur die zur Adeeatstehung notigen, zweiten Mutation
bleibt.

Dagegen ist es in jingerem Lebensalter bei biadkérMYH-Mutation wahrscheinlicher,
dass zunéchst eine der Stammzellen mit noch zwessohadigte®PC-Allelen betroffen ist
und damit vorerst aus dieser Zelle kein Adenomtents(Abbildung 43 A). Gemald dem
Zufallsprinzip ist es aber auch mdglich, dass, érke bereits in jungem Lebensalter zwei
APC-Mutationen anhauft und ein Adenom entsteht (Al3B

A: Ji=li=li=li=l=i=i=i=i=i=r  B:sq] [=l=l=li=l=l=li=li=l=l=
2 O o] b 0 ¢ 0 0 o] o) 2 0 o) b e} o] 8]
Alter ollefleflellollolfellollol|l e Alter ocfleflelfc]l ol o
(Jahre) 4 (Jahre) 4
| | | -—=| - = = || = || = === = - === =
30 olloflefloflc]lolle o 30 ol o |l o [Fedl o o |l o
O O O O O O O ] QO O [ ] [ @] ( (@]
vy - vy
40 ol o |l e ocflofledlcllol]le 40 ofleoflcIfedl ofllcllollo
ol o ¢ [SHN | IS ollofl ofl e cllole(fadlclle| ol o
_ \/ A
5 0 @] [ ] o] C ( [ ] 5 O o] o) [&] [ ] (0} ( (@]
cfleflcllollolfolle ool e |0 el o |l o
- - \/ \/
60 o) ° o) O 0 3 O O 60 o) O 0 ° O . e}
v L° clfleflol]lollo ol e v Lol e o el o dle e fe
Langlebige ~ == Mutation eines ® Mutation eines Proto-Onkogens (z.b. K-r. ‘Kar inom
Kolon- Tumorsuppressorgens (z.B. APC) utat ! Onkogens (zb. K-ras) “
Es’i'thelze”ﬁ == Allel des Tumorsuppressorgens o Proto-Onkogen ohne Mutation é’ Adenom
(Stammzelle) ohne Mutation

Abbildung 43: Schema zur Adenomentstehung bei bialischer M YH-Mutation

Dargestellt sind 10 Kolon-Stammzellen mit jeweilwet Allelen zweier in die kolorektale Karzinogenese
involvieter Gene. Es wird von einer biallelischdiYH-Keimbahnmutation ausgegangen. Im Zeitverlauf kesin
zu unterschiedlichen durch diéYH-Inaktivierung bedingten Schadigungsmustern komriihzunehmendem
Lebensalter wird es immer wahrscheinlicher, dasg eiurch MYH-Ausfall bedingtéAPC-Mutation (dunkel
ausgeflllites Allelsymbol) eine Zelle mit bereits aktiviertem ersten APC-Allel betrifft und zur
Adenomentstehung (hellgrau markierte Zellen) fiilbetbei nehmen wir an, dass der Verlust des ersliets An
langlebigen Stammzellen stattfinden muss, das ewdlel kann auch in den nur wenige Male teilunggién
Tochterzellen verloren gehen. Bei zusatzlicher vi&tung von Proto-Onkogenen zu Onkogenen infolge de
MYH-Ausfalls kommt es zur malignen Entartung (dulgkau markierte Zellen).

Unter (A) ist ein typischer MAP-Verlauf mit Entstaig multipler Adenome, die im Verlauf maligne etgar
kénnen, beschrieben. In (B) ist der seltenere \iémait einem friihzeitig auftretenden solitiren Kaam und
erst einige Jahre spater entstehenden multiplemdden dargestellt.
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Welche Polypenzahl ein Patient maximal erreichtnrité durch zusatzliche Faktoren
beeinflusst werden. So konnten unterschiedliche nfa& an oxidativem Stress, die
individuelle Ausbildung von Systemen die schadlidRadikale des Sauerstoffs abfangen
bevor Basenlasionen entstehen oder die Funktionpkasatorischer DNA-Reparaturwege
eine Rolle spielen. Die gleichen Faktoren solltechaden Zeitpunkt der Entstehung der MAP
mitbeeinflussen. Diese scheint im Mittel im Altesrnwv48-56 Jahren diagnostiziert zu werden
(Gismondi et al., 2004; Sampson et al., 2003; $iebal., 2003; Russell et al., 2006). Dieses
Alter entspricht dem Zeitpunkt ab dem es zum spnmaftgn Anstieg der Adenomzahl bei
unserem MAP-Patienten gekommen ist. Ein Beginnri3@elahren ist eher untypisch (Wang
et al., 2004). Dieses im Vergleich zur klassiscB&C-positiven FAP (ein defekte&PC-
Allel in der Keimbahn) deutlich hohere Diagnosealténgt damit zusammen, dass bei der
MAP immer zweiAPC-Mutationen in einer Zelle neu entstehen missevorbgine Adenom-
Sequenz eingeleitet wird. Dass die Mehrzahl derieR&n erst im AFAP-Stadium
diagnostiziert wird, beruht am ehesten darauf, éaszlne kleine Polypen meist symptomlos
sind, und oft erst nach GroRenprogredienz odergmeti Entartung klinische Beschwerden
auftreten. Vorsorgekoloskopien werden in der Regst ab 55 Jahren, und somit zumeist
deutlich nach Manifestation der MAP, angeboten. Bkedprt wird die klinische Bedeutung
von bis zu 10-15 Polypen in relativ jungem Alteufig noch verkannt und keine genetische
Diagnostik angestrebt, beziehungsweise die nodtivelvenig bekannte MAP nicht in die
differentialdiagnostischen Uberlegungen einbezogen.

Zusammenfassend gehen wir also davon aus, dasdAfezunéchst mild beginnt, es dann
im weiteren Verlauf aber zu einem raschen Anstieg dahl jahrlich neu entstehender
Adenome kommt. Die bei MAP beschriebenen untersiicleen Polypenzahlen sollten damit
entgegen der bisherigen Annahme eher verschiedeolgaBhtungszeitpunkte eines ansonsten
weitgehend identischen Krankheitsverlaufs als inteviduell unterschiedliche Phénotypen

bei biallelischeMYH-Mutation darstellen.

8.3.1.2 Maligne Entartung der MYH-assoziierten Aclae

Nur ein Teil der frihen kolorektalen Adenome mitrmist nur leichten Epitheldysplasien
entartet Uber die Zwischenstufen der mittelgradigexd schweren Epitheldysplasie zum
kolorektalen Karzinom. Dieser Prozess dauert berafischen Adenomen in der Regel
zwischen funf und 20 Jahren (Stryker et al., 198l ist mit einer Akkumulation von
somatischen Mutationen in einer Vielzahl von Prottkogenen und Tumorsuppressorgenen
verbunden (Vogelstein et al., 1988). Hierbei steidie Haufigkeit hohergradiger
Epitheldysplasien mit der GroRe (Gschwantler et28102). Durch die MYH-Insuffizienz bei
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Patienten mit biallelischeévYH-Mutation entstehen auch in den Genen, welche alignen
Entartung von Adenomen fiihren, haufiger Mutatiof®a.2 und 3.3.7). So konnten in MAP-
Adenomen beispielsweise gehauft MYH-assoziierte -GTCA-Mutationen im K-ras Gen
nachgewiesen werden (Lipton et al., 2003). Dahemté man erwarten, dass bei MAP die
Wabhrscheinlichkeit und Geschwindigkeit des AdenamgResses zum Karzinom im
Vergleich zu sporadischen oder FAP-assoziiertemAden steigen.

Die Dysplasiegrade von 37 entfernten und histotdgisintersuchbaren Adenomen des
Patienten H503 wurden mit denjenigen von 469 Adestoder 107 Patienten mit Adenomen
aber ohne biallelisché/MYH-Mutation verglichen. Bei dem MAP-Patienten zeigtsich
signifikant haufiger mittelschwere und schwere Dgsign (24,3% gegeniber 4,1%;
p<0,001). Diese traten im Gegensatz zu den NichPMPatienten vorrangig bereits in unter

5mm grol3en Adenomen auf (Tab. 33).

Tabelle 33: Dysplasiegrad der Adenome des Patientétb03 in Abhangigkeit von ihrer GréRe
Bericksichtigt sind alle abgetragenen Adenome, demen Grof3e und Lokalisation bekannt sind und dahn
einheitlicher Nomenklatur histologisch untersuchirgen.

<5mm 5-10mm >10mm
Leichte Dysplasie 25 1 2 28
Mittlere Dysplasie 6 1 0 7
Schwere Dysplasie 0 1 1 2
31 3 3 37

Allerdings hat unsere Untersuchung durch Analysehd#ologisch untersuchbaren Adenome
nur eines MAP-Patienten und somit Berlcksichtigumg eines Teils der tatsachlich
entstandenen Adenome eine eingeschrankte Ausséigekcakann daher nicht generell auf
alle MAP-Patienten tbertragen werden. Ahnliche tntehungen wurden bislang noch nicht
bei gré3eren Gruppen von MAP-Patienten durchgefgbdass vergleichbare Daten fehlen.
Allgemein wird angenommen, dass nahezu alle MAReR@N im Laufe ihres Lebens ein
KRK entwickeln (Nielsen et al., 2005; Farringtonaét 2005). Das Relative Risiko soll 200-
bis 300-fach erhoht sein (Jenkins et al., 2006)hMéeh wurden sogar bis zu 5 synchrone
Karzinome gefunden (Sampson et al., 2003; Nielseh.,e2005) und dariber hinaus geh&uft
fortgeschrittenere Tumorstadien diagnostiziert [d¢ie et al. 2005; Aretz et al, 2006).

Fast 70% der bei biallelischBtYH-Inaktivierung gefundenen Karzinome entstandendeon
55. Lebensjahr, mit einem Anteil von 42,5% am hgatBén zwischen 40 und 49 Jahren
(Nielsen et al., 2005).

Gegenwartig wird davon ausgegangen, dass 1-3% &ldorektalen Karzinome auf
biallelischeMYH-Mutationen zurtickzufiihren sind (Halford et al. 030 Fleischmann et al.,
2004).
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8.3.1.3 Histologie und Verteilung der Neoplasienkindon

In nur wenigen Publikationen wurden bisher histidolge Charakteristika der bei
biallelischerMYH-Inaktivierung entstandenen Adenome wiedergegeBebér et al., 2003;
Lipton et al., 2003; O’'Shea et al., 2008). Bei wase Patienten H503 wurden vorrangig
tubulare (76%) und seltener tubulovillése (24,%eAdme gefunden. Allerdings waren auch
bei den anderen Polypenpatienten unserer Untersgctubulédre Adenome am haufigsten
(58% tubulare, 20,7% tubulovillése und 1,3% villsgenome), sodass es nicht moglich ist
anhand der Histologie der Adenome auf eine MAP zhlie3en. Die Ergebnisse
vorhergehender Arbeiten stimmen mit unseren Bedbagen tberein. Auch konnten bisher
weder charakteristische histologische noch immuobieemische Kriterien der bei MAP-
Patienten gefundenen kolorektalen Karzinome idiergit werden (O’Shea et al., 2008).

Bei unserem MAP-Patienten wurde allerdings in mereBefunden unterschiedlicher
Untersucher die flache Wuchsform der Adenome betohtdieses Erscheinungsbild typisch
fur die MAP ist, oder einen Einzelfall darstellt,uss vorerst unklar bleiben, da in der
Literatur nur sehr selten endoskopische Aspektéddenome wiedergegeben werden.

Unklar ist auch, ob die MAP mit einer Haufung vondelomen in bestimmten
Kolonabschnitten einhergeht. So existieren zu d=ofzugten Lokalisation der Adenome
oder Karzinome im Kolon uneinheitliche Daten. Beiserem Patienten H503 wurde eine
Haufung von Adenomen im Colon ascendens beobadbte. Karzinom war jedoch im
Sigma lokalisiert. Eine vorrangig rechtsseitige A&ktierung der Adenome (Fornasarig et al.,
2006; Aretz et al., 2006) oder Karzinome (Nielsemle 2005; Russell et al., 2006; Kanter-
Smoler et al., 2006) wurde in mehreren Arbeitencbesben. Nur zwei Autoren vermuten
dagegen eine vorrangig distale Lokalisation (Lipgbl., 2003; Fleischmann et al., 2004).

8.3.1.4 Extrakolonische Manifestationen der Erkrark
Bei dem Patienten H503 wurden bisher noch keingg@aol des oberen Gastrointestinaltraktes

festgestellt. Auch die anderen FAP-typischen exti@akschen Manifestationen, die auch bei
MAP vorkommen kénnen (3.3.6), wurden bislang nisbbbachtet. Im Jahr 2005 wurden bei
dem Patienten im Bereich der Gesichtshaut préakaseeiDyskeratosen, seborrhoische
Keratosen sowie eine aktinische Lentigo entferrivgl@ch Varianten der FAP oder des
HNPCC mit Hautverdnderungen einhergehen kdnneniruidnzelfallen auch Hautlasionen
(verkalkte Epitheliome, Pringle-Tumore), jedochheis immer andere als die bei unserem
Patienten identifizierten, mit der MAP in Verbindugebracht wurden (Ponti et al., 2005;
Baglioni et al., 2005; Kumar et al., 2007), kanreiitlie Ursache der Hauterscheinungen bei

unserem Patienten nur spekuliert werden.
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8.3.2 MonoallelischeM YH-Mutationen und ihre Folgen

8.3.2.1 Karzinom- und Polyposisrisiko

Um feststellen zu kdnnen, ob monoallelisciyH-Mutationstrager ein erhohtes Risiko
haben, im Laufe ihres Lebens kolorektale Adenones 8&érzinome zu entwickeln, wurde die
H&aufigkeit monoallelischer Mutationen bei 131 Patié mit kolorektalen Adenomen oder
Karzinomen (7.1.2.1) mit der Haufigkeit monoallehsr Mutationstrager unter gesunden
Probanden (7.1.1) verglichen. Dabei wiesen nur Z&03; H022) der Adenompatienten
eine monoallelischéMYH-Mutation auf. Dies entspricht einem Anteil von %,5Ebenfalls
zwei Mutationstrager (H308; H446) wurden unter ZE8unden Probanden beobachtet, was
einer Haufigkeit von 1,7% entspricht.

In unserer Studie konnte somit kein signifikantGéries Adenom- oder Karzinomrisiko (OR
0,88) fur Patienten mit einer monoallelischiH-Mutation gefunden werden. Eine Vielzahl
von Studien mit teilweise deutlich héheren Falleahkeigte dagegen mit relativen Risiken
von 1,2-4,5 ein etwas erhohtes, wenn auch nichisssgh signifikantes, Risiko fur die
Entstehung von meist nur durch relativ wenige Adeadiegleitete kolorektale Karzinome
(Sampson et al., 2003; Sieber et al., 2003; Enfatlal., 2003; Wang et al., 2004; Croitoru et
al., 2004; Fleischmann et al., 2004; Kambara et28l04; Farrington et al., 2006). In einer
Metaanalyse der betreffenden Studien konnte eitistssgh signifikantes (p=0,035) 1,4-
faches Neoplasierisiko ermittelt werden (Jenkins aét 2006). Es muss also davon
ausgegangen werden, dass Patienten mit monoailetistYH-Inaktivierung ein geringfigig
erhohtes Risiko fir die Entstehung meist wenigdygm mit potentiellem Entartungsrisiko
tragen. Dass MYH-typische G:€T:A Mutationen signifikant haufiger in kolorektalen
Karzinomen von Patienten mit monoallelischéfYH-Mutationen als in sporadischen
Karzinomen von Patienten ohiYH-Mutation vorkommen (Kambara et al., 2004), spricht
zusatzlich fur eine klinische Relevanz der mondiaiben Varianten. In einer neueren Arbeit
wird sogar ein identisches Karzinomrisiko fur Tragenoallelischer und biallelisch&t'YH-
Mutationen bei deutlich hoherer Polypenzahl beiiddé¢n mit biallelischer Mutation
postuliert (Olschwang et al., 2007).

Auch in unserer Studie wurde ein 80 Jahre altelreRatHO003) mit heterozygoter G382D-
Mutation, bei dem 4 Adenome und ein KRK diagnostizwurden, identifiziert. Mehrere
Erklarungsansatze fir ein solches klinisches Bddren diskutiert werden:

Die Haufung von verschiedensten malignen Tumorendiesem Patienten und in seiner
Familie (7.4), fur die bisher keine MYH-Assoziatioachgewiesen werden konnte, kénnten
ein Hinweis daflr sein, dass den Adenomen, wie achtbrigen Neoplasien, eine andere
Ursache zugrunde liegt (Halford et al., 2004) urelMlYH-Mutation ohne Bedeutung fur die
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Tumorentstehung ist. Fur ein solches koinzidergeMaftreten vonVYH-Mutationen kénnte
sprechen, dass in einem Teil der bisher publizie&gbeiten bei Untersuchung kolorektaler
Adenome im Gegensatz zu den Beobachtungen von Kaniea kolorektalen Karzinomen
keine typischen G:&T:A-Mutationen imAPC-Gen gefunden wurden (Sieber et al., 2003;
Halford et al., 2003). Allerdings schliel3t dieseoBachtung deren Existenz in bisher noch
nicht identifizierten Tumorsuppressorgenen niclg. @war scheint eine solche Konstellation
im Einzelfall moglich zu sein, das in der Metaasalyfestgestellte signifikant haufigere
Vorkommen von monoallelischerMYH-Mutationen bei Patienten mit kolorektalen
Neoplasien lasst sich mit diesem Ansatz allerdimgit erklaren.

Ein weiterer Erklarungsansatz ist der bereits vagb& postulierte Verlust des gesunden,
zweitenMYH-Allels in einer Kdrperzelle (Sieber et al., 2008pmatische Punktmutationen
in MYH sind zwar in Magenkarzinomen gefunden worden (Kiral., 2004), scheinen aber in
Kolonkarzinomen nicht vorzukommen (Halford et &Q04) und sind daher als Ursache
unwahrscheinlich. Allerdings soll das gesund&H-Allel durch den bei der Entstehung
kolorektaler Karzinome relativ haufigen Verlust v@hromosom 1p (Lothe et al.,, 1995)
verloren gehen (Sieber et al.,, 2003). Ein solchpfVérlust wurde bei Patienten mit
monoallelischerMYH-Mutation in einer Arbeit in bis zu 47% der untersten Adenome
gefunden (Croitoru et al., 2004). In einer anddderersuchungen wurde dieser Verlust von
1p in kolorektalen Karzinomen von Tragern monost#lerMYH-Varianten nicht beobachtet
(Fleischmann et al.,, 2004). Gegen eine initiale u¥sachung der Adenome bei
monoallelischerMYH-Mutationstradgern durch LOH 1p spricht auch die lBehtung, dass
bei Adenomen biallelischévilYH-Mutationstrager oder bei Patienten ®RC-positiver FAP
ein LOH 1p vorrangig erst im Laufe des Adenompreges beobachtet wurde (Cardoso et al.,
2006). Ein weiterentwickeltes Modell geht deshadtyah aus, dass das gesumdeéH-Allel
gemeinsam mit einem bisher unbekannten Tumorsugpgrés Bereich von Chromosom 1p
verloren geht (Kambara et al., 2004). Die Adenostehiung wirde somit auf dem Verlust
der Funktion dieses Tumorsuppressorgens beruhanVé&dust der MYH-Funktion kénnte
dann hdchstens einen mdglicherweise vorhandenereketen Progress der Adenome, nicht
aber das gehaufte Auftreten von Adenomen bei Ratiemit monoallelische¥YH-Mutation
erklaren.

Die Analyse einer Tumorprobe unseres Patienten HO@3®inem KRK und 4 Adenomen
ergab keinen Hinweis auf einen Verlust des gesuiders in den Tumorzellen (7.2.1.2). Da
bei der Analyse der Tumorprobe allerdings auch mterschiedlichem Ausmald normale
Zellen miterfasst werden konnen und ein Tumor aefreren Klonen bestehen kann, kann

ein falsch negatives Ergebnis nicht ausgeschlosseden.
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Als Erklarung fur ein héheres KRK-Risiko bei TragemonoallelischeMYH-Mutationen
konnte folgender Ansatz dienen:

Die grol3e Menge standig entstehender oxidativer E8¢Aaden verursacht auch in gesunden
Organismen immer wieder Basenlasionen, die den efeiign Reparaturmechanismen
entgehen und zu Mutation, Proliferation und maligmeansformation fuhren (Loft, 1996;
Marnett et al., 2000). Bei Vorliegen einer mondathen Y165C- oder G382D-Mutation
sind die von dem defekten Allel stammenden Enzyateenu funktionslos (Al-Tassan et al.,
2002). Die gleiche Menge standig entstehender &okd-ehlpaarungen (siehe 3.2.3) muss
nun also durch die Halfte der MYH-Glykosylasen ehtsft werden. Ein haufigeres
Entstehen von G:&T:A Mutationen kénnte die Konsequenz sein. Diesarsaln sich wie
bei biallelischen Mutationstradgern, wegen der veldanen Aktivitat des gesunden Allels
jedoch in deutlich geringerer Zahl, im gesamtendaenind den KRK verursachenden Genen
an (Abb. 44A). Die daraus resultierende geringereahkstheinlichkeit, dass eine
teilungsfahige Darm-Stammzelle das zur Adenomdmistg bendtigte Mutationsmuster
entwickelt, kbnnte das klinische Bild mit meist reinzelnen oder wenigen Adenomen oder
Karzinomen (Enholm et al., 2003; Croitoru et a02; Fleischmann et al., 2004) und einem
hoheren, mit sporadischen Karzinomen vergleichhdekrankungsalter bei monoallelischer
Inaktivierung (Kambara et al., 2004) erklaren. inee kirzlich erschienenen Untersuchung
wurden 300 Verwandte ersten Grades von NYH-Mutationstragern untersucht. Ein
Vererbungsmuster, bei dem das Risiko biallelischartationstrager héher ist als das
monoallelischer Mutationstrager, deren Risiko alederum héher ist als das von Menschen
ohne Mutation passte besser zu den Ergebnissannaisin rezessiver Erbgang (Cardoso et
al., 2006). MonoallelischeM'YH-Mutationen koénnen somit als darmkrebsverursachende
Varianten mit geringer oder unvollstandiger Pemetrbetrachtet werden (Peterlongo et al.,
2006). Bei einem Teil der Patienten mit monoaltdienMYH-Mutationen kommt es dagegen
im Laufe ihres Lebens in keiner teilungsfahigen rbeglle zur Ausbildung eines
Mutationsmusters, welches fir eine Adenomentstelmengtigt wird und daher auch nicht zu
Adenomen (Abb. 44B). Als Beispiel kbnnte hier dexdits 79 Jahre alte Patienten H446, bei

der sich ein koloskopischer Normalbefund zeigteahgezogen werden.
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Abbildung 44: Theorie zur Adenomentstehung bei monallelischer M YH-Mutation

Dargestellt sind 10 Kolon-Stammzellen mit jeweilwet Allelen zweier in die kolorektale Karzinogenese
involvierter Gene. Es wird von einer monoallelistchdYH-Keimbahnmutation ausgegangen. Im Zeitverlauf
kann es bedingt durch eine eingeschrankte MYH-Repeaktivitat bei monoallelischer Mutation zu
unterschiedlichen Schadigungsmustern kommen. Mitnemendem Lebensalter wird es immer
wahrscheinlicher, dass eine durch MYH-Aktivitatssinrdankung bedingtAPC-Mutation (dunkel ausgefiilltes
Allelsymbol) eine Zelle mit bereits inaktiviertemseenAPC-Allel betrifft und zur Adenomentstehung (hellgrau
markierte Zellen) fuhrt. Dabei nehmen wir an, ddss Verlust des ersten Allels in langlebigen Staelien
stattfinden muss, das zweite Allel kann auch in dan wenige Male teilungsfahigen Tochterzellen aeh
gehen. Unter (A) ist ein Verlauf dargestellt beinmdees bedingt durch die monoallelischdYH-
Keimbahnmutation zur Adenomentstehung kommt. In KB)nmt es bei gleicher Ausgangssituation nicht zu
einem zur Adenomentstehung nétigen Mutationsmustdrsomit auch nicht zur Adenomentstehung.

In einer Kkirzlich veroffentlichten Arbeit wiesen aber monoallelischer MYH-
Hotspotmutationen bei Diagnose eines kolorektalanzihkoms ein durchschnittliches Alter
von 72,6x12,4 Jahren auf (Colebatch et al., 200&3st man die Ergebnisse mehrerer Studien
zusammen (Sieber et al., 2003; Wang et al., 20@sdhmann et al., 2004; Croitoru et al.,
2004; Colebatch et al., 2006), in denen jedochwesde gezielt Patienten mit frih
aufgetretenem kolorektalem Karzinom untersucht emr@fVang et al., 2004, Fleischmann et
al., 2004), so kann ein durchschnittliches Diagatiee von 62,3+12,7 Jahren bei Tragern
monoallelischeMYH-Hotspotmutationen ermittelt werden. Dementspredhi@nnten auch
die ermittelten relativen Risiken fir die Entstegugines KRK bei monoallelischénYH-
Mutation, in unserer (OR 0,88) wie auch vorhergeleenArbeiten, durch Uberreprasentation
relativ junger Probanden in der Kontrollgruppe (Ehschnittsalter von 54,7+16,2 Jahren in
unserer Arbeit) verfalscht sein, da diese aktueiumden Personen mit einer monoallelischen
MYH-Mutation wahrscheinlich erst in hoherem Alter kekiale Adenome oder ein

Karzinom entwickeln (Farrington et al., 2006). Nad#m hier vorgestellten Modell konnte
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auch die Tatsache, dass die Proteine mit der G38&iante mehr Restaktivitat besitzen als
diejenigen mit der Y165C-Variante die Wahrschehtieit der Adenomentstehung
mitbeeinflussen. Dafir spricht, dass in einer Megdygse ein im Schnitt 5 Jahre friherer
Erkrankungsbeginn bei Y165C-homozygoten Patienten Vergleich zu G382D-
homozygoten Patienten auffiel (Nielsen et al., 3005

Selten wurden bisher Patienten mit AFAP- oder FARfdtyp und monoallelischédYH-
Mutation gefunden (Sieber et al., 2003; Aceto et 2004; Nielsen et al., 2005). In diesen
Fallen ist es am wahrscheinlichsten, dass der Bsigpeine andere Ursache zugrunde liegt
oder in Wirklichkeit ein unerkannter biallelischdutationsstatus vorliegt. Mit unserem oder
friheren Modellen zur Adenomentstehung bei monbsdlger MYH-Mutation sind solche
Phanotypen jedenfalls nicht erklarbar.

8.3.2.2 Neoplasierisiko bei zusatzlichem exoniscRaftymorphismus

Es wére denkbar, dass auch Genvarianten wie dedkdB2lymorphismus fir ein leicht
erhohtes Adenomrisiko sorgen. Da Proteine mit Q3¥%4iHante lediglich einen 10-20%igen
Abfall des die katalytische Effizienz eines Enzyimsschreibenden ¢at/Km-Quotienten
zeigen (Shinmura et al., 2000), ist es jedoch unsdeinlich, dass diese Variante allein eine
Adenomentstehung bedingen kann. Dartber hinaus kahenvariante bei Adenompatienten
und gesunden Personen gleich haufig vor (7.2.3. Adenome der Patienten H190 und
H345, die diesen Polymorphismus aufweisen, sobtesr auf anderen Ursachen beruhen.
Fallt aber die Halfte der Enzymaktivitat in einemg@nismus bereits durch eine heterozygote
Y165C- oder G382D-Variante aus, so konnte ein addliEnzym-Aktivitatsverlust tber eine
Alteration des zweiten Allels durch die Q324H-Vat&adoch einen Krankheitswert besitzen.
So kénnten Adenome in etwas jungerem Alter auftretg6Rere Polypenzahlen entstehen
oder die Wahrscheinlichkeit, dass Uberhaupt Adenomsdtreten, erhdht werden.
Voraussetzung ist natirlich, dass der Q324H-Polpmemus nicht auf dem gleichen Allel
wie die sicher pathogene Mutation liegt, was duwldh normalerweise zur Mutationssuche
eingesetzten Standardverfahren nicht geklart wird.

Diese Theorie kénnte die 19 schnellwachsenden Adenbei unserem Patienten H022
erklaren, welcher den Q324H-Polymorphismus neben YIB5C-Mutation zeigt (7.4).
Dagegen spricht, dass die Patientin HO91 bei G38Ritation und Q324H-Variante bisher
noch keine Adenome aufweist. Diese ist allerdings 83 Jahre alt und kdnnte in Zukunft
noch Adenome entwickeln. Da den Polymorphismenan aktuellen Literatur nur wenig
Aufmerksamkeit geschenkt wird, liegen bisher no@in& Daten vor, die diese These

unterstitzen oder widerlegen kdnnten.
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8.4 Bedeutung von Spleil3varianten der MYH-Pra-mRNA

Ziel war es herauszufinden, oblYH-Intronvarianten zu FehlspleiRen und damit zur
Entstehung eines relevanten Anteils nicht funktiénger MYH-Glykosylasen und
schlie3lich zu Adenom- und Karzinomentstehung fiithkénnen. Zusatzlich sollte geklart
werden, welche alternativen Spleil3formen der pramaMYH-Transkripte normalerweise
entstehen, wie haufig die einzelnen Formen sindweldhe Konsequenzen auf Proteinebene
sich daraus ergeben.

Neben den bekannten alternativen Spleil3variantsrEslens 3 (siehe Abb. 27 und 28) wurde
eine Reihe bisher unbekannter Transkripte (siehie. P4) identifiziert, deren mogliche

Bedeutung in den folgenden Abschnitten besprochesden sollen.

8.4.1 Vorbeschriebene Spleil3varianten und ihre Bed&ung

Es ist bekannt, dass die primaren MYH-Transkripteraativ gespleil3t werden und die
Transkription an verschiedenen Stellen beginnemk&o wurden bisher drei grundsatzlich
unterschiedliche erste Exons, (3, y) und vier alternative Spleil3varianten des Exoni8 m
verschiedenen genutzten 3'-Spleil3stellen idengifiziOhtsubo et al., 2000). In dieser Arbeit
wurden diea- und p-Transkripte untersucht, die sich nur in ihremersExon unterscheiden
(3.3.1). Wahrend das Exornkin ATG enthalt und die Basenabfolge dieses Edamsit
auch translatiert wird, handelt es sich bei demrEg® um ein untranslatiertes Exon ohne
Startkodon. Solche 5’-untranslatierten Exons kommnedettiv haufig in eukaryotischen Genen
vor (Zhang et al., 1998). Der Translationsstartpdakdiesep-Transkripte liegt, wie auch der
fur diey-Transkripte, am Beginn von Exon 2 und befindeh e gleichen Leseraster wie das
ATG in Exon Tn (Abb. 45). Die a-Proteine weisen daher 14 zuséatzliche N-terminale
Aminosauren bei ansonsten identischem Protein &ifitsibo et al., 2000). Diese
Aminosauresequenz beinhaltet ein mitochondrialdsaligationssignal (MLS), sodass die
Form dem von Takao (Takao et al., 1999) aus Mitadhien isolierten Typl-Protein
entsprechen sollte. Exon 2 enthélt eine Kernlo&tibsssequenz (NLS), weshalb die
Transkripte fur vorrangig kernlokalisierte Proteii€@yp 2) kodieren. Demnach sollten
vorrangig Genvarianten, die das Splei3enfd€ormen storen und damit die Kernform der
Glykosylase in ihrer Funktion einschranken zur Aufhag von Mutationen in der Kern-DNA
von Zellen fuhren, und deshalb eine Adenom- odezikamentstehung begunstigen. Die
Transkripte, deren erstes Exon ebenfalls nichtstetiert wird, kodieren fir identische
Proteine wie dig-Transkripte und wurden deshalb in dieser Arbethhuntersucht. Es ist
jedoch nicht auszuschlieR3en, dass bei-@&mnanskripten andere Spleil3varianten als bei den

B-Transkripten entstehen.
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MLS
" Ex1 Ex2 Ex3
o. [ATG* | ATG* ATG | ATG* ATG]| |
I 242bp M 159bp
Bly: | | ATG* ATG | ATG* ATG]| |
NLS

Abbildung 45: Mogliche Startkodons beia-, - und y-Transktipten

Oben sind diex-Transkripte, unten dif- undy-Transkripte dargestellt. Mdgliche nutzbare Staitkas (ATG)
sind eingetragen. Mit einem Stern versehene St@oth® liegen im korrekten Leseraster und bedingen
unterschiedlich lange Proteine mit teilweise fellem 5-Aminosduren aber ansonsten identischer
Aminosaurenabfolge. Der Abstand zwischen diesertkdi@dons in Exon &, 2 und 3 ist durch Pfeile dargestellt.
Wabhrscheinlich wird meistens das jeweils erste mbiglATG genutzt.

MLS: Mitochondriales Lokalisationssignal; NLS: Késkalisationssignal.

Normalerweise startet die Translation eines Preteirmer vom ersten ATG der mRNA. Zu
Ausnahmen von dieser Regel kommt es nur, wenn date etartkodon in einem
suboptimalen Kontext liegt (Kozak, 1991). Ob benhesn Teil dero-Transkripte die
Translation nicht am ersten ATG startet und somdhahier das erste Exon und damit das
mitochondrial targeting signal fehlt und nukleéar lokalisierte, mit defr und y-Proteinen
identische Enzyme entstehen (Ohtsubo et al., 2080%;egenstand des wissenschaftlichen
Diskurses. Da jedoch sowohl das in Exenvbrliegende erste als auch das bei gleand y—
Varianten genutzte zweite ATG einen vergleichbafemtext aufweisen, ist ein Start vom
zweiten ATG bei den-mRNAs eher unwahrscheinlich.

Unabhangig davon welches erste Exon genutzt wothrit es zu alternativem Splei3en des
Exons 3, sodass die auch in unserer Arbeit naclegenwen bekannten Formeh-a4 undp1-

B4 entstehen (siehe Abb. 27 und 28). Bisher wurden Exon 3-Varianten, die bei-
Transkripten auftraten, auch bei d@aTranskripten gefunden (Ohtsubo et al., 2000;
Yamaguchi et al., 2002).

Durch die unterschiedliche Lange der Exon 3-Vasanentstehen bei Translation der
verschiedenen mRNAs auch unterschiedlich langeeft Bei der Translation derl-
MRNA entsteht ein 536 Aminoséuren langes Proteir. o2- und a3-Proteine sind durch
Translation von mRNAs mit jeweils 30 bp beziehungse 33 bp kirzerem Exon 3 um 10
beziehungsweise 11 Aminosauren verklrzt (Tab. 24)einem Rasterschub kommt es in
diesen Fallen nicht. Dagegen entsteht bei Traonsladera4-mRNA vom ersten ATG oder
einem anderen im gleichen Leseraster befindliché® Aus (Abb. 45) ein Rasterschub mit
resultierendem Stopkodon, Abbruch der Translatiod Bildung eines wohl funktionslosen
Proteins. Aus diesem Grund wurden in den letztemeda verschiedene Madoglichkeiten

diskutiert, wie bei EinspleiRen der Variante 4 @e®n 3 in eine mMRNA unabhangig vom
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genutzten ersten Exono(l1p oder ¥) ein funktionsfahiges Protein entstehen kann. Eine
Translations-Reinitiation am zweiten ATG in Exon I&i der nach Abbruch der ersten
Aminosaurenkette eine Untereinheit des RibosomslaanmRNA gebunden bleibt um das
nachstmdgliche ATG aufzusuchen und dieses zur Rtiotu eines zweiten Proteins zu
nutzen, ist aus unserer Sicht unwahrscheinlichad¢brs hierfir ist, dass die Fahigkeit zur
Reinitiation von der La&nge der ersten Aminosauréekabhangt. Diese ist in unserem Fall 55
Aminosauren lang, eine Reinitiation der Translasotl aber nur bis zu einer Lange von 30
Aminosauren effektiv sein (Kozak, 1999). Darlberduis wirde bei Reinitiation an diesem
ATG, das aber in einem anderen Leseraster liegtk@mplett anderes Protein mit Ende in
Exon 9 entstehen. Auch der von Ohtsubo (Ohtsuboalet 2000) vorgeschlagene
Transkriptionsstart am dritten ATG, welches siclickon 2 befindet, ist unwahrscheinlich, da
die beiden davor liegenden ATGs einen deutlich dressKontext aufweisen. Dartber hinaus
wirde auch bei Translationsstart an diesem driddic relativ schnell ein Stopkodon
entstehen. Es muss also davon ausgegangen werdss, ads denud-Transkript kein
funktionsfahiges Protein gebildet wird. Alle in dean Kapitel zu den Exon 3-Varianten der
Proteine getroffenen Aussagen lassen sich auf alledenp-Transkripten translatierten, 14
Aminosauren kirzeren (Nutzung des ersten ATG innEXodas sich im gleichen Leseraster

wie das ATG in Exon d befindet), Proteine tbertragen.

Tabelle 34: Konsequenzen der alternativen Exon 3-Fmen 1-4 auf Proteinebene

In der ersten Zeile ist die Lange (in bp mRNA) piaweiligen Exon 3-Variante angegeben. In der zwekeile

ist die Lange dea-Proteine und in der dritten Zeile die Lange pid?roteine mit der jeweiligen Exon 3-Variante
angegeben. Bei Variante 4 kommt es im Falle @@roteine nach 53 und im Falle dgProteine nach 39
Aminosauren (aa) zum Rasterschub (fs), sodass Ifewted Aminosaurenkette nach 55 beziehungsweise 41
Aminosauren abbricht (STOP) und wohl nicht funksfétnige Proteine entstehen.

Transkript al/p 1 alp 2 o/p 3 o/ 4
Exon 3 182 bp del 30 bp del 33 bp del 97 bp
Protein a 546 aa del 10 aa del 11 aa fs aa 53
(536 aa) (535 aa) STOP aa 55
Protein B 532 aa del 10 aa del 11 aa fs aa 39
(522 aa) (521 aa) STOP aa 41

Ob die von den unterschiedlichen mRNAs (1-4) tratnesiten verschieden langen Proteine
sich aber auch in ihrer Enzymaktivitat unterschejdaeziehungsweise ob jeweils eine der
Formen in bestimmten zellularen Kontexten Vortgegentuber den anderen hat, ist bisher
ungeklart. Bisher konnte dem Exon 3-Bereich nocim&keindeutige Aufgabe zugeordnet
werden, was die Beurteilung der Varianten erschvitag Substratspezifitat scheint aber eher
in weiter C-terminal gelegenen Regionen des Preteaprasentiert zu sein (siehe 3.3.4).

Warum bei Nutzung der Exon 3-Variante 4 eine mRNA{seeht, die wohl fur kein
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funktionsfahiges Protein kodiert, ist ebenfallseoif Die Hauptmenge ded- undp4-mRNA
wird aufgrund des vorzeitigen Stopkodons moglicleese bereits kurz nach Erstellung der
MRNA aus dem Primartranskript durch Nonsense-végitat RNA-EntsorgungNonsense-
mediated mRNA decay; Byers, 2002) abgebaut. Dieser Mechanismus soffijir,ddass aus
fehlerhafter mMRNA weniger defekte Proteine tramstatverden. Hierdurch sollen unginstige
Folgen fur die Zelle weitgehend vermieden werdeami® ware durch die Variante 4
hdchstens eine Regulation der Enzymmenge auf mRbE#x& denkbar. Beweise fir diese
Theorie existieren nicht. Allerdings wurde mit emesolchen Ansatz bereits versucht das
Einspleil3en von Introns mit resultierendem Abbrdeh Proteinsynthese zu erklaren (Denhez
und Lafyatis, 1994; Xie et al., 1991).

Die vier unterschiedlichen Exon 3-Varianten wurdiésher bei allen Arbeiten, die sich mit
der MYH-mRNA beschéftigt haben, nachgewiesen (Qidset al., 2000; Yamaguchi et al.
2002). Daher kann man davon ausgehen, dass esh&dbei um bei allen Menschen
vorkommendes regulares alternatives Spleillen zunef@ung von Enzymen mit
unterschiedlichen Eigenschaften handelt und niahthur bei Einzelpersonen vorkommende

Splei3fehler mit resultierenden funktionslosen &ran.

8.4.2 Neue alternative Exon 3-Formen

Neben den vorbeschriebenen Varianten 1-4 wurdenwwmnnoch zwei weitere alternative

Exon 3-Formen gefunden (Tab. 35). Diese wurdeWaigante 5 und Variante 6 bezeichnet.

Tabelle 35: Konsequenzen der neuen Exon 3-Formen falroteinebene

Die Langenangaben beziehen sich auf Variante Egess 3. Es ist davon auszugehen, dass beide eamiaei
Untersuchung einer grolReren Menge Transkripte sbvib@h den o- als auch bei der-Transkripten
nachgewiesen werden kdnnten.

Transkript a/p 5* a/p 6
Exon 3 +3 bp am 5’-Ende +9 bp am 5’-Ende
Konsequenz auf Proteinebene + 1 aa (ins A) + 3 dag ACA)

* nur bei derB-Transkriptanalyse identifiziert; nur bei dewn-Transkriptanalyse identifiziert
(aa)= Aminosauren; (bp)= Basenpaare

Die Variante 5 mit dem im Vergleich zur Variantarh 5’-Ende um 3 bp verlangerten Exon 3
wurde nur bei de-Transkripten gefunden, das am 5-Ende um 9 Baseepaerlangerte
Exon 3 nur bei den-Transkripten. Dass bisher die Varianten 1-4 sovighhb- als auch bei
B-Varianten gefunden wurden lasst vermuten, dash die Varianten 5 und 6 bei beiden
Formen vorkommen. Es scheint sich jedoch um selterenen zu handeln, sodass zum

Nachweis dieser These eine groRere Anzahl Trariekuitersucht werden musste.
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Durch Translation der Spleil3varianten 5 und 6 ehtst Proteine mit einer beziehungsweise
drei zusatzlichen Aminosauren ohne Veranderungebeiseraster. Dies spricht daftir, dass es
sich auch hierbei um alternatives SpleiRen mit iitgl funktionsfahiger Enzyme und nicht
um FehlspleiRen handelt.

Wahrend die Bezeichnungb-mRNA von Ohtsubo flr eine grundsatzliché-mRNA mit
eingesplei3tem 150 bp langem Pseudo-Exon aus ldir¢giehe Abb. 40) gewéhlt wurde
(Ohtsubo et al., 2000), mochten wir eine andere &datur vorschlagen: Jedes Transkript
sollte je nach erstem Exon ats, B- oder y-Transkript bezeichnet werden. Je nach
alternativem SpleiRen des Exons 3 wird die betneiée mMRNA durch Anhéngen der
Bezeichnung der Exon 3-Form (1-4 vorbeschriebamd6 von uns neu identifiziert) an die
Bezeichnung des ersten Exons definiert (siehe 2Bh. Wahrend jede MYH-mRNA einer
dieser grundsatzlichen Transkriptformen zugeordveatden kann, treten Spleil3varianten in
anderen Bereichen des Gens, wie das von Ohtsulobirisene EinspleiRen eines Pseudo-
Exons, zusatzlich auf und sollten nach Grol3e dsertron beziehungsweise Deletion und
ihrer Lokalisation bezeichnet werden.

Auffallig ist, dass bei der Variante 5 des Exonsstdtt dem in bis zu 99% der Félle
vorliegenden AG (Positionen -2 und -1) an der 3efi§stelle ein TG genutzt wird (Tab. 36).
Daruber hinaus entspricht auch die davorliegendgi&® nicht derjenigen einer typischen
3’-Spleil3stelle (Tab. 36). Durch welche Mechanisrdaa Spleil3en an dieser Stelle trotz des
scheinbar suboptimalen Splei3signals realisierdemtrkonnte, bleibt unklar. Ein mdglicher
Erklarungsansatz ware die Existenz von seltenenn \er haufig beobachteten
Konsensussequenz abweichenden, aber trotzdem duomégnden Splei3stellen. Es ist
allerdings auch nicht auszuschlie3en, dass esmidfalle der Splei3variante 5 des Exons 3
um einen Fehler der SpleilBmaschinerie handelt usdae dieser Stelle zu einem

SpleiRvorgang ohne Vorliegen eines entsprechenggalS gekommen ist.

Tabelle 36: Konfiguration der verschiedenen 3'-Spli@stellen der Exon 3-Varianten

Die verschiedenen Splei3stellen wurden mit der vrang et al., 1998 veroffentlichten Konsensus-3'-
Spleil3stellensequenz verglichen. An den scheinksoriders wichtigen Positionen -2 und -1 steht nalemer
AG. Abweichungen von der Konsensussequenz sindlgraerlegt.

-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1
Konsensussequen]; C/T CIT CIT CIT N CIT A G
Variante 1 C T G T G C A G
Variante 2 G G C C C C A G
Variante 3 C C C A G C A G
Variante 4 C T A T T C A G
Variante 5 A G C C T G T G
Variante 6 A T G C A C A G
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8.4.3 Haufigkeitsverteilung der Exon 3-Varianten 16

Die beiden neu entdeckten Exon 3-Varianten 5 unduéden nur in zwei Transkripten
beziehungsweise einem Transkript gefunden und seheiomit die bisher seltensten Exon 3-
Varianten darzustellen. Aber auch die vorbeschriebe~ormen 1-4 weisen eine bestimmte
Haufigkeitsverteilung auf. Diese soll unter anderaoth von dem untersuchten Gewebe
abhangen (Ohtsubo et al., 2000). Dartber hinausriemdie Exon 3-Varianten 1-4 hei, 3-
und y-Transkripten in teilweise unterschiedlicher Hakégsverteilung vor (Ohtsubo et al.,
2000). Vergleicht man die 3'-Splei3stellen allerclse Varianten mit der von Zhang
ermittelten Konsensussequenz (siehe Tab. 36), 80 kwn zwischen den haufigen Formen
1-4 kaum Unterschiede erkennen. Alle weisen das CA@ vorgeschaltetem
Polypyrimidintrakt auf (Zhang et al., 1998). Unthiedliche Haufigkeiten der Varianten 1-4
sollten daher nicht auf der Konfiguration der 31SRstellen beruhen. Im Falle der Varianten
5 und 6 ist nicht auszuschlieRen, dass die im aldglzur postulierten Konsensussequenz
(Zzhang et al.,, 1998) scheinbar nicht perfekt kamfgrte Splei3stelle das relativ seltene
Vorkommen dieser Varianten mitbedingt.

Uberraschenderweise war bei unseren Untersuchutigewahrscheinlich funktionslosss-
Variante die haufigste dermRNAs. Geringfligig seltener wurde di8-Variante detektiert,
die al- und o2-Formen waren deutlich seltener (siehe Tab. 28).einer anderen
Untersuchung wurden dig3-Transkripte am haufigsten beobachtet, wahrendi4liEormen
sehr selten waren (Ohtsubo et al. 2000). Bei [gidmanskripten wurde von uns die wohl
ebenfalls funktionslosp4-Variante am seltensten gefunden. Die VarianteaBauch bei der
MYH-Kernform héaufiger al$2 undpl (siehe Tab. 29). In der einzigen publizierteneitan
der groRere Mengen MYH-mRNAs analysiert wurden, wa B3-Form ebenfalls am
haufigsten (Ohtsubo et al., 2000).

Es fallt auf, dass sowohl in unserer Untersuchus@ach in der von Ohtsubo durchgefiihrten
Analyse bei dem- undp-Transkripten die Variante 3 die haufigste der wionktionsfahigen
Formen 1-3 war. Man kénnte daraus folgern, das¥dreante 3 sowohl im Kern als auch im
Mitochondrium die Hauptform darstellt und die Gesamaymmenge entsprechend den
zellularen Anforderungen durch vermehrte oder vedaite Bildung der SpleiRvariante 4, die
wahrscheinlich durchonsense-mediated mRNA decay abgebaut wird, reguliert wird. Beweise
hierfiir existieren allerdings nicht. Bei der Vat@r8 des Exon 3 wurden von uns dariber
hinaus sowohl bei dem+ als auch bei deprmRNAs am seltensten Splei3fehler beobachtet.
In unserer Analyse wurde neben den oben bescheaeldexon 3-Varianten sowohl bei den

als auch bei defi-Produkten recht haufig ein vollstandiger VerluehvExon 3 beobachtet.
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Dass mehrere Varianten dieses Exons existiereapes auch teilweise ganz fehlen kann,
spricht am ehesten dafur, dass dieser Bereich mioht essenziell fir die Enzymfunktion ist.

Wie bereits von Ohtsubo beschrieben, wurden auchuwns interindividuelle Unterschiede

bei der Haufigkeit der verschiedenen Transkripttgiestellt (Ohtsubo et al., 2000). So war
beispielsweise bei dem Probanden V2 A@mRNA die haufigste Form, obwohl diese
ansonsten nur selten beobachtet wurde. Dabei i, ob es sich bei den beobachteten
Phanomenen um Zufalle handelt, oder ob bisher aryeék Faktoren das Spleif3en je nach

zellularen Anforderungen in eine bestimmte Richtlemdken kénnen.

8.4.4 Konsequenzen der neuen SpleiRvarianten aufd®einebene

Neben den alternativen SpleiRformen des Exons 3dewurvon uns 16 einzelne
SpleiBvarianten gefunden, die andere Exons betreffier bei denen das ganze Exon 3 oder
Teile davon deletiert wurden. Davon waren ledigkevei vorbeschrieben (Exor +237 bp,
Yamaguchi et al., 2002; 150 bp-Insert aus IntronOhtsubo et al., 2000). Da auch
Kombinationen dieser Spleil3varianten beobachtetdenyr konnten insgesamt 21 neue
mRNA-Varianten erstmals nachgewiesen werden. Eeidehd ist, welche der
Spleivarianten zur Bildung mdoglicherweise funksfihiger Enzyme fihren kdnnten und
bei welchen keine Bildung sinnvoller Proteine emetiwverden kann. Die Ubersetzung der
Basensequenz der verschiedenen mRNA-Spleil3formen dre entsprechende
Aminosaurensequenz ergab, dass die Mehrzahl dei3Sptianten fur einen Rasterschub
sorgt und in Bildung eines veranderten oder vettkii,zvohl zumeist funktionslosen Proteins
resultiert. Nur bei wenigen Varianten kommt es eing&m Rasterschub, sodass dem Protein
nur die den verlorengegangenen Basen entsprechefémosduren fehlen. Aus diesem
Grund gehen wir davon aus, dass es sich im Gegensat alternativen Spleil3en des Exons 3
bei diesen SpleiB3varianten am ehesten um wirkl8pkeil3fehler handelt. Warum bei der
Bildung dieser Varianten nicht die eigentlichen&dpétellen sondern alternative Stellen mit
ahnlicher Basenabfolge genutzt werden, konnte mehtart werden. Ebenfalls unklar bleibt,
warum im Falle vonMYH mit einem Anteil von Uber 40% so viele Transkrigiehler
aufweisen. Tabelle 37 fasst die Konsequenzen deantan auf Proteinebene zusammen. In

den nachfolgenden Kapiteln sollen die einzelnenaviéen eingehender diskutiert werden.
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Tabelle 37: Konsequenzen der SpleiRvarianten auf Bteinebene im Uberblick

Die Mehrzahl der Varianten fiihrt zu einem Rastaubch(fs) und anschlieBendem Abbruch der
Aminosaurenkette an einem Stopcodon (STOP). Digéatan traten ohne klare Bevorzugung einer derssech
verschiedenen Exon 3-Formen auf. Bei defranskripten war die Variante 1, bei dgfrormen die Variante 4
am haufigsten vom Fehlsplei3en betroffen. Bei bedggte die Variante 3 am seltensten Spleil3fehler.

Auffalligkeit Konsequenz

um 4 bp verkirztes Exon 1* Verédnderung (fs) abaah 14STOP

um 16 bp verlangertes Exon 1*  Verdnderung (fs)ah3 aa 46TOP

um 237 bp verlangertes enthalt 1 ATG; Translation des ansonsten

Exon 1S untranslatierten Exons; nach 9%&0P;
evt. Translation-Reinitiation am regularen ATG (BxX2)

141 bp Insert aus Intron’ 1 enthalt 3 ATGs in gleichem Leseraster; Trans|atsoart
hier moglich; nach 20 8&aTOP

150 bp Insert aus Intron™L enthalt 2 ATGs in gleichem Leseraster; nach $8@P

Deletion des Exons'2 Deletion 121 bp

Startkodon fuB-mRNAs in Exon 2 geht verloren
Folgen abhangig von Exon 3 Variante:
-Tranksriptvariante 1: del 39 aa
-Transkriptvariante 2: fs, nach 7 8a0OP

Bei allena-Transkripten fs un&TOP

Deletion der Exons 2 bis 6* Deletion von 459 bpldden 153 aa
Deletion des Exons'3 Stimmt bis aa 40 mjil Uberein; aa 43TOP
56 bp Deletion in Exon™3 Deletion von 56 bp in Exon 3; Veranderung (fspal60;
aa 73STOP
Deletion der Exons 3 bis 6 Deletion 338 bp; fs SIOP
Retention des Introns 5* Retention von 137 bp; Andg (fs) ab aa 152,
aa 167STOP
Deletion des Exons’5 Deletion 74 bp; Veranderung ab aa 127; aaSP@P
Deletion der Exons 5 und 6* Deletion 116 bp; Veegnutg (fs) ab aa 127,
aa 210STOP
Deletion des Exons’6 Deletion 42 bp; Deletion 14 aa

Transkription der Introns 4+5 Deletion 251 bp; 6 8TOP
Transkription der Introns 5+6 Deletion 220 bp; & 8TTOP

* nur bei dera-Transkriptanalyse identifiziert’ nur bei de-Transkriptanalyse identifiziert
* bei beiden gefunder® vorbeschriebene Variante; (aa)= Aminosaurenz(fimeshift

8.4.4.1 Veranderungen im Bereich von Exon 1

Durch Verwendung alternativer 5’-Spleif3stellen kaas Exon @ um 4 Basenpaare verkirzt
oder um 16 Basenpaare verlangert werden (siehe 2®lund 31). Aus Tabelle 38 geht
hervor, dass die regular genutzte Splei3stelle Exon X (Zeile 2) der typischen
Basenabfolge einer 5’-Spleil3stelle (Zhang et &98) am ehesten entspricht und somit wohl
den gunstigsten Kontext aufweist. Die wichtigenitfmsen +1, +2 und +5 stimmen jedoch in
allen 3 Fallen mit der beim Menschen am haufigbeobachteten Konsensussequenz (Zhang
et al., 1998) Uberein. Das relativ haufige Auftretier beiden Spleildvarianten (8x del GTGG;
6x Exon PB+16 bp) konnte am ehesten damit erklart werdens dges Spleil3maschinerie
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teilweise eine der beiden falschen, aber der dighah Spleil3stelle sehr &hnlichen, Stellen
wahlt.

Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werdengohessder Polymorphismen in Exon 1
durch Zerstérung eines bisher unbekannten Splefirkers (ISE;intronic splicing
enhancer) mit Einfluss auf die regulare Spleil3stelle eir@I®beim Entstehen der Varianten
spielt und damit zu einer héaufigeren Nutzung descfeen Stellen fuhrt. Da beide
SpleiBvarianten bei beiden Personen (H177 und \¢tkamen, musste der Enhancer bei
beiden Personen inaktiviert worden sein. Da SpidgiBecer sehr weit von dem regulierten
Exon entfernt liegen kdnnen, ware eine kausativiieRier bei beiden Probanden gefundenen
Intron1-Variante an Position 4728 (AF527839; IVS3430 C>G) denkbar. Bei beiden
fehlgesplei3ten Varianten kommt es zu einem Radtabs mit Abbruch der
Proteinbiosynthese an einem vorzeitigen Stopko¥am einer Entstehung funktionsfahiger

Enzyme kann also nicht ausgegangen werden.

Tabelle 38: Verschiedene 5'-Spleil3stellen des Exohe im Vergleich mit der Konsensussequenz
Abweichungen von der typischen Sequenz sind gnatethégt. In der ersten Zeile ist die von Zhanglgt1998
ermittelte Konsensussequenz wiedergegeben.

-2 -1 +1 +2 +3 +4 +5
Konsensussequenz A G G T AlG A G
Exon lo (normal) G G G T A C G
Exon lo del 4bp C T G T G G G
Exon lo ins 16bp C G G T C C G

8.4.4.2 Deletion von 56 Basenpaaren in Exon 3

Bei dieser Variante (siehe Abb. 41) wird innerhdlss Exons 3 abgespleifl3t. Ein Teil des
Exons 3 wird aus der mRNA entfernt und der Restkbesns 3 wieder eingespleildt. Zum
abspleiRen wird die bei der Variante 4 des Exoaks 3’-Spleil3stelle genutzte Basensequenz
als 5’-Spleil3stelle genutzt.

Tabelle 39: Neu genutzte 5’-Splei3stelle bei der Bion von 56 bp aus Exon 3
Die bei dieser SpleiRvariante genutzte 5'-Splellgstaést der von Zhang et al., 1998 ermittelten
Konsenssussequenz gegeniibergestellt. Abweichuimgtgrawu hinterlegt.

-2 -1 +1 +2 +3 +4 +5
Konsensussequenz A G G T AIG A G
Spleil3stelle 56 bp del A G A G A C G

Es Uberrascht, dass eine Sequenz, die nicht daschgp GT sondern ein AG an den
aul3erordentlich wichtigen Stellen +1 und +2 aufiyeim umgebenden Kontext aber die
Struktur einer 5’-Spleil3stelle zeigt, als solchawget werden kann (Tab. 39). Dartiber hinaus



8 Diskussion 131

fehlt der beim Einspleilen des Restes von Exors 3abpleil3stelle verwendeten Sequenz
der einer solchen AG-Stelle normalerweise vorangeéaé olypyrimidintrakt.

Wenn auch nicht eindeutig geklart werden kann,deie Fehlspleil3en an der erwahnten Stelle
zustande kommt, fuhrt der Verlust der 56 bp zu reirRasterschub mit anschliel3ender

Bildung eines Stopkodons.

8.4.4.3 Verlangerung des Exorsum 237 Basenpaare

Die Keimbahnvariante VS5 G>C (7.4.1) soll die regular genutzte 5-Splefis des
Exons P inaktivieren (Yamaguchi et al., 2002). Stattdessefi eine ansonsten nicht
verwendete, nahezu identische, 237 bp entfernteil®pélle (Tab. 40 Zeile 3) genutzt
werden. Diese Aktivierung einer normalerweise nigbhutzten, verborgenen Spleif3stelle
wird alscryptic splice site activation bezeichnet. Passend zu dieser Vorstellung wurde iauc
unserer Untersuchung die Spleil3variante mit umidBverlangertem ExonBl(Yamaguchi et

al., 2002) ausschlie3lich bei einem Patienten entdS 13+5 G>C-Genvariante gefunden.

Tabelle 40: Die 5’-Splei3stellen bei Varianten deSxons 1B

In der ersten Zeile ist die Konsensussequenz dattie®ie normalerweise genutzte Splei3stellenskZeile 2
wiedergegeben. Bei Vorliegen des Polymorphismus 1848 G>C wird diese an Stelle +5 verandert (Zeile 3),
sodass hier nicht abgespleil3t wird. StattdessemameP37 bp zusatzlich eingesplei3t und eine altemna
Splei3stelle (Zeile 4) genutzt. Abweichungen voniiensensussequenz sind grau hinterlegt.

-2 -1 +1 +2 +3 +4 +5
Zhang et al. 1998 A G G T AlG A G
Exon 1B (normal) G G G T A G G
Exon 1 (IVS 1+5 G>C) | G G G T A G C
Exon 1B + 237bp T G G T A G G

Bei der Patientin H177 (heterozygot fur die IVB+% G>C-Variante) wurde in funf der sechs
identifizierten Transkripte mit dem um 237 bp vagéarten Exon [L in diesem das Wildtyp-
G-Allel der IVS B+5 G>C-Variante gefunden (siehe Abb. 35). Das FphilBen scheint
somit auch bei den vom nicht mutierten Allel kopeer Transkripten, aber Vorliegen der
Variante auf dem anderen Allel, stattzufinden. Auann die Spleil3variante Exof#237 bp
bisher nur bei Patienten mit dem IV8+b G>C-Polymorphismus gefunden wurde, kann das
in unseren fehlgespleil3ten Transkripten geseheéaddien nicht allein auf die Existenz des
IVS 18+5 G>C-Polymorphismus zurtickgefuhrt werden. So meldseser tber einen bisher
unbekannten Mechanismus das Spleil3en der vom makerten Allel transkribierten Pra-
MRNA mitbeeinflussen.

Auch der Einfluss eines anderen Intron-Polymorphisrauf die Wahl der 3’-Splei3stelle

dieses Exons Uber Wechselwirkung mit einem Spld#i&r oder -Enhancer muss als
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alternative Ursache fiur die SpleiRvariante in Enwigggezogen werden. Da diese in unserer
Studie nur bei der Patientin H177 nachgewiesen gundisste es sich jedoch um eine
exklusiv bei dieser Patientin und nicht bei denbRArmlen V1 und V2 vorkommende
Genvariante handeln. Allerdings wurde keine deromtl-Varianten sondern nur die relativ
weit entfernte IVS 2+30 A>G-Variante ausschlielitiei dieser Patientin gefunden.
Ebenfalls nicht bei unserer Patientin beobachtetdem die IVS 1+1520 A>G- und IVS
143427 G>C-Varianten, die in der Zelllinie, bei diaxs 237 bp-Insert erstmals auftrat, neben
der IVS B+5 G>C-Variante gefunden wurden (Yamaguchi e28i02).

Damit kénnen unsere Beobachtungen die bisherigerst®lungen zur Entstehung der
SpleilRvariante (Schadigung der reguléaren 5’-Spleilgésdurch IVS B+5 G>C-Variante), so
plausibel diese auch klingen moégen, nicht untezstiit Andererseits konnten auch keine
eindeutigen Hinweise auf eine Beeinflussung de®iB®phs an dieser Stelle durch andere
Intronvarianten gefunden werden. Denkbar wéare deslaach, dass es sich bei der
Spleil¥form um ein seltenes, aber auch bei Gesuadtftretendes, alternatives Spleil3produkt
handelt und der IVS 5 G>C-Polymorphismus nur zuféllig vorlag, ohne diesache fir
das Fehlspleil3en zu sein.

Durch die Verlangerung des Exors dm 237 bp (siehe Abb. 35) weist dieses normalesvei
untranslatierte Exon nun ein Startkodon auf. Baingtation von diesem ATG aus folgt aber
bereits nach nur 9 Aminoséauren ein Stopkodon. Diiremslationsreinitiation am bei d@n
MRNASs regular genutzten Startkodon in Exon 2 komrtiz des Fehlsplei3ens in einem Teil
der Falle zusatzlich das normale Protein gebildetden. Da die Reinitiation aber deutlich
weniger effektiv ist als die normale Translatiomsation, wird von der fehlerhaften mRNA
hdchstens 30% der von normaler mRNA translatieiPeteinmenge gebildet (Yamaguchi et
al., 2002).
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8.4.4.4 Deletionen einzelner und mehrerer Exexrsnéski pping)

Es wurden isolierte Deletionen der kompletten Exon3, 5 und 6 beobachtet. Zudem traten
auch kombinierte Verluste der Exons 5 und 6, 2-6rdt6 auf (siehe Abb. 33 und 39).
Wodurch diese hier erstmals beschriebenen Sple#inan entstehen, ist unklar. So konnte
fur keine dieser Spleil3varianten eine eindeutigezi@wring zwischen der jeweiligen
H&aufigkeit und dem Vorliegen einer bestimmten Intrariante gezeigt werden.

Bei der Translation fihrt ein Verlust der Exons 3eo 5 unweigerlich zu
Rasterschubmutationen und einem unterschiedlichetlem Abbruch der Aminoséurenkette.
Dagegen fuhrt ein Fehlen des Exons 6 lediglich inere um 14 Aminosauren verkirzten
Produkt, welches eine Enzymaktivitdt besitzen @lrRa diese Variante besonders héufig
und sowohl bei der Patientin H177 als auch beilzlden Probanden V1 und V2 beobachtet
wurde, lasst darauf schliel3en, dass es sich ban Bxom ein sogenanntes Kassetten-Exon
handelt ¢assette exon, Ladd und Cooper, 2002). So werden Exons bezeichtie im
Rahmen des alternativen Spleil3ens eingespleil3tanaér recht haufig tbersprungen werden
konnen. Die resultierende Anderung der Enzymalkitivitei Vorhandensein oder Fehlen
dieses Exons ist nicht bekannt.

Bei Deletion des Exons 2 geht das normalerweisedbgrif-mRNAs genutzte Startkodon
verloren. Diese Variante wurde ausschlielliclB2aTranskripten gefunden. Hier fihrt die
Nutzung des nachstmoglichen ATGs relativ schnekimem Stopkodon. Wirde die Deletion
des Exons 2 in einemil-Transkript auftreten, so kdnnte ein anderes I&tddn in Exon 3
genutzt werden (siehe Abb. 45). Da dieses im gigicheseraster wie das normalerweise
benutzte ATG liegt, wirde ein Protein entstehem ¢kediglich 39 N-terminale Aminosauren
fehlen. Bei deru-Transkripten wirde der Verlust des Exons 2 immeeinmem Rasterschub
fuhren.

Der Verlust der Exons 3 bis 6 sowie 5 und 6 fiihrt Rasterschiben und Stopkodons.
Dagegen entsteht bei Verlust der Exons 2-6 ein 8@ Aminosauren verkirztes Protein.
Inwiefern dieses enzymatisch aktiv ist, bleibt offe

8.4.4.5 EinspleiRen von Introns oder Teilen vonoim$ {ntron-retention)

Auch das Einsplei3en der gesamten Introns 4 unolwges5 und 6 wurde von uns erstmals
beobachtet. Beide SpleiRvarianten fihren bei Tatiosli der jeweiligen mRNAs zu

Rasterschiiben. Allerdings sind die Varianten nug4slranskripten aufgetreten, sodass die
Aminosaurekette bereits abbricht, bevor die einigédien Introns Uberhaupt translatiert

werden konnen.
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Des Weiteren wurde ein Einspleil3en von zwei exayeamt Strukturen aus Intron 1 (siehe
Abb. 37 und 40), die 141 und 150 bp lang sind, bebtet. Diese weisen nahezu optimale 3’-
und 5’-Spleil3stellen auf (Tab. 41). Das 150 bp dargsert ist bereits vorbeschrieben
(Ohtsubo et al., 2000). In beiden Pseudo-Exonsefinsich mindestens zwei Startkodons.
Allerdings kommt es bei Translation beider Variantecht schnell zur Entstehung eines

Stopkodons.

Tabelle 41: Das 141 bp- und das 150 bp-Insert austfon 1 und ihre Spleif3stellen
Die 3'- und 5’-Spleil3stellen der beiden Pseudo-EBxaus Intron 1 sind mit den Konsensussequenzem¢Zéia
al., 1998) verglichen. Abweichungen sind dunkletdiilegt.

5|-2|-1|+1|+42(+3|+4|+5| 3 |-7|-6|-5|-3|-2]-1
Konsensus- A/ C/|Cl|Cl|C/
Sequenz: ALG G T G e T[T | T ]| T AlG
141 bp clalc|T|A|AlG TlTlc|T|AlG
Insert:
150 bp Alclc|T|AlA]lG T TlAlclAlc
Insert:

8.4.5 Konsequenzen von Intronvarianten und Spleil3Fgern

Es wurde untersucht, ob die beobachteten Spled#vwan bei bestimmtenMYH-
Intronvarianten gehauft vorkommen und ob sich higraKonsequenzen fur die
Enzymfunktion ableiten lassen. Bei dpiTranskripten, die neben dgrFormen fir die in
den Zellkern transportierten Proteine kodieren espll wurden bei der vieMMYH-
Intronvarianten aufweisenden Adenom-Patientin H1@&Rnlich viele fehlgespleilite
Transkripte wie bei den Probanden V1 und V2 gefan@gehe 7.5.3.3). Der Proband V1
weist ebenfalls vier, teilweise andere Intronpolypiismen auf, bei dem Probanden V2
wurden keine Intronvarianten identifiziert.

Lediglich bei deru-Transkripten, die jedoch vorrangig fur mitochoatki Proteine kodieren
sollen und demnach keine Rolle bei der Reparatuonsbsomaler DNA spielen sollten,
wurden bei der Patientin signifikant mehr (17 gedmr 8) SpleiR3varianten als bei dem
Probanden V1 gefunden.

Betrachtet man die einzelnen Splei3varianten, salevlediglich das um 237 bp verlangerte
Exon I3 und das Einspleif3en des 141 bp langen Pseudo-Exsnisitron 1 ausschliellich bei
der Patientin H177 gefunden. Bisher wurde davogegesngen, dass das 237 bp-Insert durch
den IVS B+5 G>C-Polymorphismus verursacht wird (Yamaguchalet2002). Auch unsere
Patientin H177 ist heterozygot fur diese Variaberdings stellen unsere Ergebnisse mit
einem fehlenden 5 G>C-Polymorphismus in den fehlgesplei3ten Trapskn eine

Verursachung der Spleil3variante durch diesen Polymemus eher in Frage (siehe auch
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8.4.4.3). Ansonsten liel3 sich weder im Falle@enoch de3-Transkripte eine klare Haufung
einer einzelnen Spleildvariante bei einem bestimnitgronpolymorphismus erkennen.
Vielmehr scheint das haufige Fehlspleil3en, dasaftlen drei untersuchten Personen zu
beobachten war, typisch fYH-Transkripte zu sein und nicht nur bei Vorliegestiamter
Intronvarianten aufzutreten. Ob einzelne Genvaeiardennoch das Entstehen bestimmter
Spleil3varianten férdern, bleibt unklar.

Obwonhl bei der Patientin H177 eine bisher in deedatur nicht beschriebene Haufung von
heterozygoteMYH-Genvarianten unbekannter Bedeutung gefunden wrelee 7.5.1), liel3
sich in dieser Arbeit kein kausaler Zusammenhangdven diesen Genvarianten und der
klinisch beobachteten Polyposis nachweisen. Es rwareht mehr fehlgespleil3te fur die
MYH-Kernform kodierende3-Transkripte als bei den klinisch unauffalligen lFanden V1
und V2 nachweisbar. Auch wurden insgesamt {nd pB-Transkripte zusammen) bei der
Polyposispatientin nicht signifikant mehr Splei3aaten als bei den gesunden Probanden
gefunden.

Bei der Patientin H177 wurde auch keine sicher gighe Mutation in den Exons 1-14
beobachtet, sondern lediglich der Q324H-Polymorphis der jedoch nur einen
geringfgigen Funktionsabfall hervorrufen soll (®e8.2.3.1; Shinmura et al., 2000). Bei
einem Phéanotyp, der bezlglich Erkrankungsalter Adeénomzahl weitgehend dem des
Patienten H022 (jeweils heterozygot fir Y165C und8fD) entspricht, kann vermutet
werden, dass die Kombination der verschiedev&ii-Genvarianten tber einen noch nicht
erfassten Mechanismus eine FunktionseinschrankuwergMlYH-Glykosylase verursachen
konnte. Ebenfalls denkbar ware, dass auch die wnueémRNAS translatierten, vorrangig
mitochondrial erwarteten Enzyme eine wichtige Robei der Reparatur nuklearer
Basenlasionen haben (Ohtsubo et al., 2000). Dafigbéel Fehlspleil3en dieser Transkripte
bei der Patientin H177 konnte somit Uber eine Reduokfunktionstichtiger Enzyme

Mutationen in der nuklearen DNA bedingen und zwkektalen Adenomen fihren.

8.5 MYH-Mutationen bei Patienten mit CED
Dass die gangigemMYH-Varianten Y165C und G382D in unserer Untersuchéhglich

haufig bei Patienten mit CED wie bei gesunden \&cilspersonen vorkamen (7.1.3), spricht
gegen eine mogliche Haufung vaviYH-Mutationen bei CED (Baudhuin et al., 2005).
Allerdings konnte unserer Ansicht nach das Vorlireggner monoallelischen pathogenen
MYH-Mutation bei CED das Risiko fiir die Entstehungesirkolitisassoziierten Karzinoms
erhohen.
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Patienten mit CED weisen erhéhte 8-oxoG-Spieg8lammzellen auf (3.2.4.2). Durch das bei
Vorliegen einer aktiven Entziindung vermehrt gebdd®&O wird aber auch Uber eine
Inhibition von OGGL1 die Entfernung der defekten &asis der DNA eingeschrankt. Diese
Konstellation wird als bedeutender Faktor bei dardihogenese in chronisch entziindetem
Gewebe angesehen (Jaiswal et al., 2001). Wird nah aoch die MYH-Funktion durch eine
monoallelische Mutation eingeschrankt, so konnt& wermuten, dass dessen Restfunktion
nicht ausreicht, um die verminderte OGG1-Aktivitigi gleichzeitig erh6htem oxidativem
Stress zu kompensieren. Logische Konsequenz warbaldigere Entstehen von GKI:A-
Mutationen sowie ein erhéhtes Neoplasierisiko kaidaten mit langfristig aktiver CED und
monoallelischeMYH-Mutation (Abb. 46). Bei den beiden CED-Patientimi#091 und H401
mit monoallelischer MYH-Mutation wurden bisher allerdings noch keine Naemn
identifiziert. Allerdings wurden bei beiden Pati@nien mehrfach entziindete Darmabschnitte

reseziert, sodass bei Patientin H401 seit Jahriee Entzindungsaktivitat mehr besteht.

MYH-Mutation und CED Gesunde Person
10 OO0 OHO O O OO0 OO0 O Mehr oxidativer Stress {0 ORD OO OO OR0D OO O O
1oooooooooooooo4‘ hr 8-0x0G A |2 oflo o[ ollo o]|o of|o 2flo ©
o ollo oo 6ll¢ Sllo oo olle & (mehr 8-0x0G) o ollo Oll6 GlI¢ G0 olld OIld &
\4 v
101 OO OO OHO OO0 OO0 Opc O Eingeschrankte OGG1- _ 100 OHO OO OO O OO OO O
2 (o ol[o 2l|o o||o oflo offo ollo © *Akt"t"t B 1o o||o oflo o[ 2|l 2|0 ol ©
a oo olle oll¢ Olld Slld oIld & vita a ollo Ollo olI¢ Slld Glld ol &
¥ Replikation v
10 OHO CHO RO OO OO OpE & Eingeschrankte MYH- 100 ORO OHO RO ORO OO R O
3 19 9ol[o ofl2 ol|o o|[o of|o ol|o o *Akt"t"t- C 1o 9llo ofle ol|o ol[o oflo ol|lo ©
0 ollo olle allo &lo ollo dllo & Ivita 0 ollo ollo allo oo ollo alld &
¥ Replikation v
2 OHO CHO OHC OO Q] R & Mehr G:C>TA- 10 OHO OHO RO OO OO0 O O
4000OOOOOOOOOOO ‘M : DOOOOOOOOOOOOOO
0 ollo olle Gle ¢lld Gl BIIG & utationen 0 Ollo olld GIIE &lle Gll6 Oll¢ &
v 10-30 Jahre 60-70 '
W aktiver Entzindung Jahre
1= OHO OHO OHD OO OO = & 10 OHO OO OHE OO O O O
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0 Olle olla &llé olld 110 SlI6 & 0 Ollo olld &llE allé Olld Olle &
[ Unbeschadigtes Allel [ 8-ox0G:A-Fehlpaarung [ AN der Entstehung
6 P 9 7 Kolitis-assoziierter ﬁolorﬁkﬁles
08-0x0G:C Basenpaar O G:C>TA Mutation 0 (Kgarzmome beteiligte il
ene

Abbildung 46: Theorie zur Entstehung von Neoplasieei CED und monoallelischeM YH-Mutation
Dargestellt sind 7 Stammzellen im Zeitverlauf. Rechird von einenMYH-Wildtyp, links vom Vorliegen einer
monoallelischen pathogend&hYH-Mutation ausgegangen. Durch erhéhten oxidativeesStbei CED entstehen
im Vergleich zu gesunden Personen vermehrt 8-oxa8elnen (1). Zusatzlich kommt es zu einer Vermindgr
der OGGL1 Aktivitat (2), sodass weniger beschadigeen entfernt werden und mehr 8-oxoG:A-Fehlpaamnng
entstehen. Ist dazu noch die MYH-Aktivitat durcheemonoallelische Mutation vermindert (3 links),rgafen
sich im Zuge mehrerer Replikationszyklen immer meht—T:A-Mutationen im Genom und somit auch den
darmkrebsverursachenden Genen an (4). Weist einke Z#as zur Karzinomentstehung bendtigte
Mutationsmuster auf, entsteht ein kolitisassozerKarzinom (5). Bei gesunden Personen entstehgegda
weniger Basenschéaden, die zusatzlich wegen nicletsehrankter OGG1- und MYH-AKktivitat auch effektive
repariert werden kdnnen (A-E).
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8.6 MYH und hyperplastische Polypen

Hyperplastische Polypen haben in der asymptomaisd@evélkerung eine Pravalenz von
circa 8,6-12,5% und waren auch in der von uns gatérten Population gesunder Probanden
ahnlich haufig (Rex et al.,, 1991; Lieberman et &003). Auch zwei Patienten mit
monoallelischer MYH-Mutation (H308, H446) wiesen zwei beziehungsweideei
hyperplastische Polypen auf. In einer neueren Watdiung wurden bei einem Patienten mit
homozygoter MYH-Mutation neben 40 Adenomen auch 27 hyperplastisBlodypen
identifiziert und daraufhin eine Verbindung zwisosh®YH und hyperplastischen Polypen
vermutet (Chow et al., 2006). Auch der compounceiotygote Patient H503 hatte neben
seinen zahlreichen Adenomen mindestens vier hyastipthe Polypen. Jedoch kdnnen
hyperplastische Polypen auch generell haufig gesaeinmit Adenomen vorliegen (Huang et
al. 2004) oder als Folge einer Polypenabtraguntyetah.

Obwohl hyperplastische Polypen lber andere KaskaldeAdenome entstehen (Huang et al.,
2004), ist mitk-ras haufig ein Gen mutiert (Otori et al., 1997; Chaale 2003), das auch bei
Adenomen von MAP-Patienten haufig Mutationen au$ivdn einer aktuellen Arbeit konnte
eine Haufung von G:GT:A Transversionen in hyperplastischen Polypen Ratienten mit
biallelischenMYH-Varianten nachgewiesen werden (Boparai et al.30omit scheint ein
kausaler Zusammenhang zwischen MYH-Defizienz und Alesbildung hyperplastischer

Polypen zu bestehen.

8.7 Diagnostik und Therapie von Patienten mit MAP

8.7.1 Wer sollte genetisch getestet werden?

Die Beobachtungen mehrerer Forschungsgruppen, wdk die Ergebnisse unserer Studie,
legen nahe, dass das Alter eines Patienten in Méwhg mit der Zahl der gefundenen
Adenome die besten Hinweise auf das Vorliegen éd@P mit biallelischeMYH-Mutation
gibt (Wang et al., 2004; Nielsen et al., 2005; Aret al., 2006). Daher sollte bei Patienten mit
Uber 15 Adenomen, die in einem Alter von Uber 30&ladiagnostiziert wurden, und die kein
autosomal dominantes Vererbungsmuster der Polypasigeisen, zuerst nach Mutationen im
MYH-Gen gefahndet werden. Bei jingeren Patienten b@erVorliegen von tber 200
Adenomen sollte zunachst nach KeimbahnmutationeAR@-Gen gesucht werden.

Wahrend bisher weitgehend versucht wurde, die MA&Beguber deAPC-positiven FAP
abzugrenzen, wird immer deutlicher, dass bei Bistleer MYH-Inaktivierung auftretende
Phanotypen, die sich nicht immer sofort als MAP dawn auch als frih auftretendes
kolorektales Karzinom ohne begleitende Polyposigerekénnen (Farrington et al., 2006),

auch gegenuber dem Lynch-Syndrom abgegrenzt wend@ssen. So konnten HNPCC-
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typische Charakteristika wie Diagnose eines kol@alek Karzinoms mit durchschnittlich 45
Jahren, nur wenige begleitende Adenome, hohergpl&8sisgrad und schnellerer Progress der
Adenome zum Karzinom sowie vorrangig rechtsseitigiealisation der Neoplasien im Kolon
(Jo und Chung, 2005; Strate und Syngal, 2005) &echunserem compound heterozygoten
Patienten H503 beobachtet werden. Bis zum Auftretatiipler Adenome ab dem Jahr 2000
zeigte der Patient, abgesehen vom Fehlen einer lINi@lschen Familienanamnese, ein
klinisches Bild, das gut mit einem Defekt in eindfismatch-Reparaturgen vereinbar ware.
Die wichtigsten klinischen Unterscheidungskriteremischen dem Lynch-Syndrom und dem
frih auftretenden MYH-assoziierten kolorektalen Hiaom ohne begleitende Polyposis sind
daher die Familienanamnese und das Fehlen derclwgris extrakolonischen Tumor-
Manifestationen. Wahrend die kolorektalen Adenomd Karzinome beim Lynch-Syndrom
eine Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen, sind MY¥assoziierte Adenome und Karzinome in
der Regel mikrosatellitenstabil (Lipton et al. 2D03

Klinisches Hauptziel sollte es sein, biallelischeut&tionstrager friihzeitig in prognostisch
gunstigeren Stadien zu identifizieren, bevor hutedeon Adenomen und mehrere kolorektale
Karzinome vorliegen. Deshalb sollte in Zukunft i(gyéft werden, ob relativ junge Patienten
(30-55 Jahre) mit KRK mit oder ohne einzelne begiele Adenome, aber ohne Anzeichen
fur eine autosomal dominante Vererbung, in groRerdmfang auf MYH-Mutationen
gescreent werden sollten. Deren Prognose konnten almch ein speziell auf MAP
abgestimmtes Vorgehen mit besonders kurzen Naokisdegvallen oder radikaloperativen
Mallnahmen wie der totalen Kolektomie deutlich veseet werden. Wahrend in einigen
Arbeiten Patienten mit frih auftretendem MYH-asgoem Karzinom identifiziert wurden
(Wang et al., 2004; Croitoru et al. 2004; Fleischmat al., 2004; Eliason et al., 2005;
Farrington et al., 2006), kommen andere Autorerdemn Schluss, dass Trager biallelischer
MYH-Mutationen kaum eine Rolle unter jungen Patienteit KRK ohne begleitende
Polyposis spielen (Gorgens et al. 2006).

Aufgrund der Allelfrequenz vomMYH-Mutationen besteht ein Risiko von 2-3%, dass ein
MAP-Patient Kinder mit einem fUMYH-Mutationen heterozygoten Partner hat (Sieber gt al.
2003). In einer solchen Konstellation hatten died€@r statistisch ein 50%iges Risiko auch
biallelische MYH-Mutationen zu tragen. Ob der Partner eines MARkeR&N deshalb zum
Wohle der Kinder getestet werden sollte, ist ethisaglich (Sieber et al., 2003; Wang et al.
2004). Unstrittig ist dagegen, dass GeschwistemeseiPatienten mit nachgewiesener
biallelischer MYH-Mutation eine genetische Beratung und anschlieReime MYH-
Mutationsanalyse angeboten werden sollte, da bei heterozygoten Eltern statistisch 25%
der Geschwister auch biallelischdYH-Mutationen aufweisen mdissten. Ein sinnvolles
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Vorgehen zur genetischen Testung bei Patientermmiitiplen kolorektalen Adenomen oder
jungem Alter bei Diagnose eines solitaren kolorektaKarzinoms kann entsprechend dem
jeweils vorliegenden Kklinischen Bild aus dem in ABbng 47 dargestellten Algorithmus

abgeleitet werden.

Klinischer Verdacht auf
; hereditares KRK/Polyposissyndrom l
o >15 kolorektale Kolorektales Karzinom;
:‘% E Adenome; evl. mit mit oder ohne wenige 8
9 < einem oder mehreren | Nein Nein | begleitende Adenome; %
A % syn- oder metachronen evl. mehrere syn- oder T
% (I Karzinomen metachrone Karzinome
Kein . .
fPositiv Ja * Test ‘LNem * Ja Positiv f
?(_U'
<« Alter >30 Jahre Alter <55 Jahre L=
Nein T 2
0] »®©
3 Ja * Flache * Ja 2 g
0w . Adenome; - i c o
Q 5 |4 | Uber200Adenome |\hauptsachlich We!f(ere HNP(.:C — > é o
< c Ja M rechten assoziierte Karzinome | Ja T g
O Nein* Hemikolon + Nein B S
_ lokalisiert _ °s
¢ Autosomal-dominantes = - = Autosomal-dominantes é
> Ja Vererbungsmuster El l E Vererbungsmuster I < e
%' T Negativ MYH- Negativ T | :u;a
z > Genanalyse < <
MYH-assoziierte 4_] Positiv L MYH-assoziiertes friih
Polyposis auftretendes KRK

Abbildung 47: Algorithmus zur Genanalyse bei Verdabat auf hereditdres KRK oder Polyposissyndrom

8.7.2 Mit welchem Verfahren sollte gescreent werdén
Aufgrund der Tatsache, dass die Y165C- und G382Baxten auch in Deutschland mit

weitem Abstand am haufigsten vorkommen, empfiehkieh zunéchst die Exons 7 und 13 zu

untersuchen. Erst bei negativem Ergebnis oder ifdetion einer monoallelischen Mutation
sollte die zeit- und kostenintensivere Betrachtumgiterer Bereiche des Gens erfolgen
(Venesio et al., 2004; Aretz et al., 2006). Bevas desamte Gen sequenziert wird, kbnnten in
einem zwischengeschalteten Schritt die Exons 12rldenen neben den beiden Hotspots die
Mehrzahl der Mutationen auftreten (siehe Tab. 303, ein Fragment amplifiziert und
anschliel3end analysiert werden.

Mit welchem Verfahren zunachst nach den beiden ptttsutationen gefahndet wird, dirfte
Verfahren wie

von untergeordneter Bedeutung sein. So wurden tbereahlreiche
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fluorescence single-strand conformation polymorphism analysis (Sieber et al., 2003),
pyrosequencing (Wang et al., 2004)enaturating high-performance liquid chromatography
(Croitoru et al., 2004) oder das Sequenzieren VOBR-Produkten (Gismondi et al., 2004)
angewandt. Auch der von uns verwendete RestriktEndswu, der von verschiedenen
Arbeitsgruppen in dhnlicher Form bereits zur Begtilg der Ergebnisse anderer Verfahren
benutzt wurde (Al-Tassan et al., 2002; Isidro et28l04), kdnnte als relativ billiges und
schnelles, aber dennoch zuverlassiges, Verfahretinemalig eingesetzt werden. Sein
Nachteil liegt darin, dass die sichere Beurteiluley Ergebnisse je nach Signalstarke einer
gewissen Erfahrung im Umgang mit der Technik bedaié Analyse gré3erer Genabschnitte

sollte am sichersten mittels Sequenzierung erfolgen

8.7.3 Welche Therapie und Nachsorge sollte durchdgfrt werden?

Bei relativ mildem Verlauf einer MAP wird gegenwdrtein konservatives Vorgehen mit
engmaschigen koloskopischen Polypektomien alsetbdare und suffiziente therapeutische
MalRnahme angesehen (Wang et al., 2004; Fornadaal, €006). Obgleich bisher keine
Leitlinien ein bestimmtes Vorgehen empfehlen, dpeac unsere Erfahrungen sowie
diejenigen einer italienischen Klinik (Fornasarigat, 2006) fur Koloskopieintervalle von
circa einem Jahr. Treten trotz dieses Vorgehengrawd des scheinbar beschleunigten
Adenomprogresses schwerere Dysplasien oder Kararauf) oder ist aufgrund sehr grol3er
Polypenzahlen eine vollstdndige Entfernung nichthmenmdglich, ware auch eine
prophylaktische Kolektomie zu diskutieren (Siebeale 2003; Wang et al., 2004, Leite et al.,
2005). Langzeitergebnisse oder Kosten-Nutzen-Relati liegen entgegen dem Lynch-
Syndrom bei der MAP noch nicht vor. Wegen einem Imnbgn Auftreten von
Duodenaladenomen oder Magenfundusdrisen-PolypedAlgisollten bei Diagnosestellung
und im Intervall Osophagogastroduodenoskopien djafitinrt werden (Nielsen et al., 2005;
Aretz et al., 2006).

Solange ein erhohtes Risiko fur monoallelische Maomstrager nicht ausgeschlossen ist,
sollten Nachkommen oder heterozygote Geschwistem vVBIAP-Patienten eine
Basiskoloskopie erhalten. Diese sollte bei negativiergebnis alle 3-5 Jahre wiederholt
werden (Wang et al.,, 2004). In Abbildung 48 ist aaumengefasst, welches Kklinische
Vorgehen bei Patienten mit nachgewieseh®rH-Varianten und bei deren nicht genetisch

getesteten Nachkommen oder Geschwistern empfoldeshenw konnte.
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Abbildung 48: Klinisches Vorgehen bei Patienten misicherer MYH-Genvariante und deren Angehérigen

Auf der linken Seite ist das empfohlene VorgeheinRagienten mit nachgewiesendiyH-Variante dargestellt
(modifiziert nach Wang et al., 2004; Fornasarigakt 2006; Aretz et al., 2006). Die Empfehlungen éin
risikoadaptiertes Vorgehen bei Nachkommen (wichti¢enstellationen angegeben) und Geschwistern von
Patienten mit gesicherter Genvariante, selbst aipdekanntem Mutationsstatus, sind im rechten Teil d
Abbildung wiedergegeben. Bei Kindern ist durch Batabenkombination angegeben welchen Mutationsstatus
die Eltern haben. Bei Geschwistern ist durch eifguchstaben der Mutationsstatus des untersuchten
Geschwisters angegeben. Ist bei einer Person étlelische Mutation wahrscheinlich, so sollte ¥ssine
MYH-Genanalyse und Vorgehen entsprechend dem linkiéddreAbbildung erfolgen.

Bisher zeigte eine Einnahme von antioxidativen &&rzen wie der Vitamine A, C und E
keine Wirkung auf die Menge des im Urin ausgescmed 8-0xo0G. In einem Fall konnte die
Zahl neu entstehender Adenome aber durch Einnahame NSAIDs gesenkt werden
2006). Ob durch eine TheragieQualecoxib (2 x 400 mg/Tag) wie bei
APC-positiver FAP (Steinbach et al., 2000) eine sigaiite Reduktion der Zahl pro
Zeiteinheit neu entstehender Adenome erreicht wekdn, sollte in zukinftigen Studien

(Fornasarig et al.,

erortert werden.

Die gultigen Empfehlungen zur DysplasietiberwachogigPatienten mit CED (Raithel et al.,
2001) sollten auch bei Patienten mit CED udH-Mutation ausreichend sein. Eventuell
sollte allerdings bis zum Ausschluss eines frihekeftretens von Dysplasien bei CED und
MYH-Mutation ein Beginn bereits nach finf statt wisnstoempfohlen nach acht bis zehn

Erkrankungsjahren erwogen werden.
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Trager pathogener biallelischeMYH-Keimbahnmutation konnten im untersuchten
Gesamtkollektiv mit einer Haufigkeit von 0,3% naehgesen werden. Betrachtet man nur die
Patienten mit Gber 15 Kolonadenomen, so erhdhtdie$e Rate auf 12,5%. Die MAP sollte
somit auch in der taglichen gastroenterologischeaxi® in die differentialdiagnostischen
Uberlegungen miteinbezogen werden. Bei einer Paligpmit mehr als 10-15 kolorektalen
Adenomen ab einem Alter von Uber 30 Jahren sofiteine MAP gedacht und eiméYH-
Mutationsdiagnostik initiiert werden. Da in unserdfollektiv neben den beideiMYH-
Hotspotmutationen Y165C und G382D keine weiterechesi pathogenen Mutationen
nachgewiesen werden konnten, kann eine genetisegndstik von den Exons 7 und 13 aus
begonnen werden und erst bei fehlendem oder matisahlem Mutationsnachweis auf
weitere Exons ausgeweitet werden.

Der Krankheitsverlauf des von uns identifizierteARAPatienten konnte Gber mehr als 14
Jahre dokumentiert werden. Damit liel3 sich dessembkfeitsverlauf von einem einzelnen
Sigmakarzinom auf dem Boden eines tubulovilléserermins an Uber einen derart langen
Zeitraum bis hin zur Ausbildung eines AFAP- undlstHich FAP-Phanotyps beobachteten.
Durch Aufarbeitung seines Krankheitsverlaufs konrkknisch wertvolle Informationen zum
bisher nicht genau bekannten LongitudinalverlaufMAP gewonnen werden.

So kdnnen wir aus unseren Beobachtungen schlussipldass die bisher bei Patienten mit
biallelischer MYH-Mutation beobachteten Phanotypen (selten frih retefides KRK,
einzelne Adenome mit oder ohne begleitendes KRKhauafigsten AFAP und etwas seltener
FAP) im Laufe der Erkrankung aufeinander folgen in@nander Ubergehen. Damit dirfte es
sich bei den verschiedenen Erscheinungsbildernt naoh grundsatzlich unterschiedliche
Verlaufe der MAP sondern lediglich um eine je n&gobachtungszeitpunk unterschiedlich
weit fortgeschrittene Erkrankung handeln. Durchi3giogigere Indikationsstellung zMYH-
Gendiagnostik bei jungen Patienten mit kolorektaksrenomen oder Karzinomen ohne
Hinweis auf dominante Vererbung kdnnten zunehmaenithdtadien der MAP diagnostiziert
werden. Durch engmaschige endoskopische Verlaufisktam konnte die Prognose der
betroffenen Patienten gegebenenfalls deutlich wsdyé werden und die klinische
Befundentwicklung maoglichst genau dokumentiert weerdMithilfe der hierbei erhobenen
Daten kénnten dann auch verlassliche Empfehlungekotskopischen Kontrollintervallen
erarbeitet werden. Des Weiteren konnte evaluiertdere in welchen Situationen eine
Kolektomie dem endoskopischen Vorgehen Uberlege®Is bezlglich des Ansprechens auf
eine Chemotherapie Unterschiede zwischen sporadiseind im Rahmen einer MAP

entstandener KRK bestehen, bleibt abzuwarten. swstmkere konnte hier das haufigere
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Vorkommen vorK-ras Mutationen in Hinblick auf eine Therapie mit EGRRtikdrpern den
Verlust einer therapeutischen Alternative in eiriesil der Féalle bedeuten.

In zuklnftigen Arbeiten sollte durch starkere Faltesing auf endoskopische Aspekte
geklart werden, ob eine Akzentuierung der Adenomerechten Hemikolon, begleitende
hyperplastische Polypen und ein vorrangig flachesxh8tumsmuster der Adenome wichtige
Hinweise auf Vorliegen einer MAP liefern konnen.

Bei Verdacht auf beschleunigten Adenomprogress M@&P sollten in Zukunft die
histologischen Kriterien der Adenome einer gréRe®shl von MAP-Patienten mit
denjenigen von sporadischen Adenomen verglichendever Dariber hinaus kodnnte in
Adenomen von MAP-Patienten und sporadischen Adenomgieicher Grofie nach
somatischen G:&T:A-Mutationen in Genen, die zur malignen Transfation eines
Adenoms fuihren sollen, gesucht werden. Ein deuthélufigeres Vorkommen in MAP-
Adenomen koénnte dann fur eineviYH-bedingten, beschleunigten Adenomprogress zum
Karzinom sprechen.

MonoallelischeMYH-Mutationen konnten im untersuchten Gesamtkollektid bei Patienten
mit kolorektalen Adenomen oder Karzinomen bei 18aiehungsweise 1,5% der Patienten
gefunden werden. Ein durch Metaanalyse mehrerémndder Studien ermitteltes, signifikant
erhohtes Neoplasierisiko fur Trager monoallelisddiédH-Mutationen, konnte durch unsere
Arbeit nicht bestatigt werden. Aufgrund des Ausfaber der Funktionsminderung nur eines
Teils der MYH-Glykosylasen bei monoallelischer Miga sind bei diesen Patienten unserer
Vorstellung nach in der Regel erst ab dem 60. Lsjabn MYH-assoziierte kolorektale
Adenome zu erwarten. Drei von vier in unserer Wuehung identifizierten Patienten mit
monoallelischenMYH-Mutationen, aber unauffalligem Koloskopiebefundaren jedoch
junger als 60 Jahre. In zukinftigen Untersuchungagissten durch getrennte Analyse
verschiedener Altersgruppen verlasslichere Datem Zdenomrisiko bei monoallelischer
Mutation als in bisherigen Studien erhoben werdémnken. Inwiefern Adenome oder
Karzinome bei Patienten mit monoallelischélYH-Mutation wirklich Folge einer
vermindertenMYH-Funktion sind, kénnte durch Nachweis von soma#sclG:C-T:A-
Mutationen in den an der kolorektalen Karzinogeriegeiligten Genen geklart werden.
Gegenwartig ist noch unklar wie grof3 der duxt¥H-Mutationen verursachte oder zumindest
mitverursachte Anteil der kolorektalen Karzinomerkich ist. Insgesamt scheint die
Bedeutung bei nicht im Rahmen einer Polyposis eigitrden und somit sporadisch
erscheinenden Karzinomen unterschétzt zu werden.

Neben den bekannten Intronvarianten IVS 1+5 G>G RBA#30 A>G und IVS 6+35 G>A
konnten auch drei neue Intronvarianten (IV&+314 G>C, IVS $+2900 T>G und IVS
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18+3430 C>G) identifiziert werden. Durch Analyse d&YH-a- und-mRNAs konnten 21
neue SpleiBvarianten gefunden werden. Bei Traoslatieser mRNAs kommt es in der
Mehrzahl der Falle zur Ausbildung eines Stopkoddxishruch der Aminosaurenkette und
Entstehung wahrscheinlich nicht funktionstichtigggoteine. Man kann daraus schliel3en,
dass es sich bei diesen Splei3varianten um feh&gBsp Transkripte handelt. Die Ursache
dieses Fehlspleif3ens ist noch nicht geklart. Ddsté&men einer dieser Spleil3varianten durch
eine bestimmte Intronvariante konnte in dieser Arlmécht nachgewiesen werden. Um
bessere Informationen zum MYH-Pra-mRNA-SpleiRen uddr Verursachung von
SpleiRfehlern durch Intronvarianten zu erhalten)teso in Zukunft die Transkripte von
groBeren Patientengruppen untersucht werden. DabBee es sinnvoll die mMRNAs von
Patienten, die jeweils nur einen einzigen Introgparphismus aufweisen, mit denjenigen
von Patienten ohne Intronvarianten zu vergleichen.

Unterschiedliche DNA-Glykosylaseaktivitaten der curalternatives Splei3en entstehenden
Proteine konnten durch Expression der mRNA-Varianie E.coli oder Hefepilzen und
Bestimmung der Reparaturaktivitdt in einem Adenlgk@sylase-Aktivitats-Assay
(Shinmura et al., 2000; Chmiel et al., 2001) festgit werden. Ob ein Teil der durch
alternatives Spleil3en entstehenden Proteine im Bahbestimmter zellularer Kontexte
Vorteile gegentber normal gespleif3ten Formen degtam Moment noch unklar. Inwiefern
das Auftreten alternativ gespleif3ter Transkriptariidheitswert besitzt und die Entstehung
kolorektaler Adenome oder Karzinome verursachennkanuss in zukinftigen Arbeiten

durch Fokussierung auf die bisher kaum untersucBpei3varianten geklart werden.
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aa amino acids/ Aminosauren

A Adenin

AFAP Attenuierte familidre adenomatdse Polyposis
APC Adenomatose Polyposis Coli

APE1 apurinic endonuclease 1

AP apurinic/ apyrimidinic

ATP Adenosintriphosphat

BER Base Excision Repair / Basenexzisionsreparatur
bp Basenpaar(e)

BRE transcription factor 11b recognition element

C Cytosin

cDNA copy-DNA

CED Chronisch-entziindliche-Darmerkrankung

CHRPE Congenital hypertrophy of the retinal pigmented epithelium
CTNNB1 Cadherin-associated protein beta

CTP Cytidintriphosphat

d desoxy

DCC Deleted in colorectal carcinoma Onkogen

ddNTP 2', 3'-Didesoxy-Nucleosid-5'Triphosphate

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR epidermal growth factor receptor

ESE Exonic splicing enhancer / im Exon lokalisierte splei3férdernde Sequenz

ESS Exonic splicing silencer / im Intron lokalisierte spleilBhemmende Sequenz

FAP Familiare adenomatdse Polyposis

FEN1 Flap endonuclease 1

fs frameshift / Rasterschub

G Guanin

GSK-33 Glykogen-Synthase-Kinasg-3

gSP genspezifischer Primer

GTP Guanosin-5'-triphosphat

HhH Helix-hairpin-helix-Motiv

HMPS Hereditary mixed polyposis syndrome

HNPCC Hereditary non-polyposis colorectal cancer / Hereditares nicht-polypdses
kolorektales Karzinom

HP Hyperplastischer Polyp

IBD Inflammatory Bowel Disease (engl. fir CED)

INOS induzierbare NO-Synthase

ISE Intronic splicing enhancer / intronische spleil3férdernde Sequenz

ISS Intronic splicing silencer / intronische spleilhemmende Sequenz

IVS Intervening sequence / Intron

kb Kilobasenpaar(e)

Km Michaelis-Menten-Konstante

Kcat Katalytische Konstante

K-ras Protoonkogen (erstmals iKirsten murine sarcoma virus isoliertes
GTP-bindendes Protein)

KRK Kolorektales Karzinom

LB Luria Broth

LOH Loss of heterozygosity / Allelverlust
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LP-BER
M

min
MMR
MLH
MSH
MTH
MYH
NaOH
NER
NO
NSAID
8-o0x0G
8-oxodG
0OGG1
p

pPAVK
PBS
PCNA
PCR
PMS1/2
q

RNA
RPA
ROS
rpm

RT
SDS
snRNP
SP-BER
SRC

T

Taq
TCF-4
TEA
TTP
Tris
X-Gal
XRCC1

long patch BER

Mol

Minute

Mismatch repair / Mismatchreparatur MLH
humanes MutL-Homolog

humanes MutS-Homolog

humanes MutT-Homolog
humanes MutY-Homolog

Natriumhydroxid

Nucleotide excision repair / Nukleotidexz sionsr epar atur
Stickstoffmonoxid

Non-steroidal anti-inflammatory drug / Nichtsteroidale Antirheumatika
8-oxoguanin

8-desoxyoxoguanin

8-oxoguanine DNA-glycosylase 1

kurzer Arm eines Chromosoms

Periphere arterielle Verschlusskrankheit

Phosphatgepufferte Salzlésung

Proliferating cell nuclear antigen

Polymerase Kettenreaktion

Post meiotic segregation protein 1/2

langer Arm eines Chromosoms

Ribonukleinsaure

Replication protein A

Reactive oxygen species/ Reaktive Sauerstoffformen

Rounds per minute/ Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkription

Natriumdodecylsulfat

Small nuclear ribonucleoproteins/ kleine nukleére Ribonukleoproteine
Short patch BER

Onkogen (erstmals iRous sarcoma virus isolierte Proteinkinase)
Thymidin

Thermophilus aquaticus

T-cell factor 4 Transkriptionsfaktor

Thrombendarteriektomie

Thymidintriphosphat

Trishydroxymethylaminomethan
5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-3-D-Galaktosid

X-ray repair complementing defective repair in chinese hamster cells 1
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Lebenslauf:

Markus Casper

15.05.1982: Geboren in St.Wendel

1988-1992: Besuch der Grundschule in Tholey-Hasborn

1992-1998: Besuch der Kreisrealschule St.Wended|9gbulabschluss am 10.07.1998

1998-2001: Besuch des Cusanus-Gymnasium in St.Wende
Abitur am 07.06.2001 (Gesamtnote 1,0)

2001-2007:  Studium der Medizin an der Universigg &aarlandes
- Physikum am 12.09.2003
- Praktisches Jahr am Universitatsklinikum des Saddsa
Homburg/Saar vom 15.08.2006-15.07.2007
- Arztliche Priifung am 22.11.2007 (Gesamtnote setjrund
Approbation als Arzt am 03.12.2007

2003-2007:  Stipendium der Bischoflichen Studiengéduthg, Cusanuswerk
2004-2007:  Promotion im Gastroenterologischers¢hungslabor der
Klinik fur Innere Medizin 1l des Universitatskikums des Saarlandes
(HNPCC-Arbeitsgruppe Professor Dr. Jochen Radle)

Seit 2008: Assistenzarzt an der Klinik fur Innered¥kin 11 Homburg/Saar
Direktor: Professor Dr. Frank Lammert

10/2008: Young Investigator Forderpreis der
Gastroenterologischen Arbeitsgemeinschaft RhethRfalz/Saarland



