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1 Einleitung

1.1 Das Nijmegen Breakage Syndrom

Das Nijmegen Breakage Syndrom [NBS (MIM 251260)] ist eine autosomal rezessive Krankheit,
die zu einer Gruppe hereditarer Syndrome gehort, die durch chromosomale Instabilitat und
erhdhtes Krebsrisiko charakterisiert sind. Zu dieser Gruppe gehéren unter anderem das Bloom
Syndrom, die Fanconi Andmie, Ataxia teleangiectasia (AT), Ataxia teleangiectasia-like -
(ATLD), das Ligase I1V- (LIGIV) und das Non-homologous end joining (NHEJ1) Syndrom. Das
Klinische Bild des NBS wurde zum ersten Mal im Jahre 1981 bei zwei niederlandischen
Patienten polnischer Herkunft beschrieben [1].

Im Jahre1985 berichteten Seemanova et al. tiber 9 tschechische Patienten mit einem anscheinend
neuen Syndrom, charakterisiert durch Immundefizienz, Neigung zur Entwicklung von
Malignomen, Mikrozephalie, sowie typische faziale Merkmale. Das Syndrom wurde nach seiner
Beschreiberin das Seemanova Syndrom benannt [2]. Spater wurde nachgewiesen, dass es sich
bei dem Seemanova-Syndrom und dem NBS um die gleiche Krankheit handelt. Die meisten
heutzutage bekannten Patienten mit diesem Syndrom sind slawischer Herkunft [3]. Krankheit
verursachend sind Mutationen im NBN-Gen (friiher NBS1).

Das Gen wurde 1997 auf Chromosom 8q21 lokalisiert [4] und ein Jahr spater identifiziert [5, 6,
7]. Das von ihm kodierte Protein, Nibrin, ist an der DNA-Doppelstrangbruchreparatur, der
Zellzykluskontrolle, der homologen Rekombination wund der Aufrechterhaltung der
Telomerenstabilitat beteiligt [8, 9]. Zusammen mit der Identifizierung des NBN-Gens wurde die
haufigste NBN-Mutation, die so genannte Griinder-Mutation, 657del5, entdeckt [7]. Obwohl die
Krankheit weltweit beschrieben worden ist, hat das NBS die hdchste Pravalenz in Osteuropa,
u.a. in der tschechischen Republik und Polen. Uber 95% der weltweit bekannten NBS-Patienten
sind slawischer Abstammung und tragen die Grinder-Mutation, weshalb diese als ,,slawische
Mutation® bekannt ist.

Die Heterozygoten-Frequenz fir diese Mutation variiert von 1/40 unter den Sorben der
Oberlausitz [10] (ber 1/154 in der Tschechei bis 1/190 in Polen [11]. Die Patienten mit NBS
werden in einem zentralen Register der “International Nijmegen Breakage Syndrome Study

Group” erfasst [3].



1.1.1 KIlinik des Nijmegen Breakage Syndroms

Die Patienten mit dem Nijmegen Breakage Syndrom weisen typische kranio-faziale
Veranderungen auf (Abb.1).

Abb. 1. NBS Patient — 6 Monate alt mit den typischen kranio-fazialen Merkmalen des NBS
(Krystyna H Chrzanowska and Camila K Janniger, 2009 eMedicine Specialties )

Die Mikrozephalie, d.h. ein verringerter Schadelumfang, gehdrt zu den obligaten Symptomen
der Krankheit. Bei ca. 75% der Patienten ist die Mikrozephalie unmittelbar postnatal
nachweisbar, bei den restlichen 25% der Patienten wird sie in den ersten Lebensmonaten
deutlich. Der Kopfumfang liegt unter der dritten Perzentile im Vergleich zu den
altersentsprechenden Normwerten [12, 13, 14, 2]. Die Mikrozephalie ist bei den NBS-Patienten
besonders frontal betont und wie MRT-Untersuchungen zeigen, mit einer deutlichen Reduktion
des Frontalhirnvolumens verbunden [15, 16, 17]. Post mortem Untersuchungen an NBS-
Patienten zeigten, dass die flr AT typische diffuse cerebellare Degeneration bei NBS-Patienten
nicht nachzuweisen ist [18]. Andere Hirnanomalien, die bei NBS-Patienten beobachtet wurden,
sind Zysten, Ventrikeldilatation sowie Agenesie von Teilen des Corpus callosum [15].

Untersuchungen an Nbs-M&usen zeigen, dass das Gehirn deutlich kleiner ist, verglichen mit dem
Gehirn bei Wildtyp-Tieren. Da Mé&use mit Nbs-Null-Mutationen nicht lebensfahig sind [19],
handelt es sich bei diesen Tieren um Mé&use mit konditionalem Knockout fir Nibrin [20]. Es
zeigen sich Stérungen bei der Myelinbildung und der Oligodendritenentwicklung. Diese
Untersuchungen sprechen dafir, dass das NBN-Gen eine Rolle bei der Entwicklung der weil3en
Gehirnmasse haben konnte [21]. Auch Lammens et al. kommen zu dem Schluss, dass NBN eine
wichtige Rolle bei der Kortikogenese spielt [22]. Es gibt auch Hinweise fiir die Rolle des NBN

bei der Entwicklung und Funktion des visuellen Systems [23].
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Die Mikrozephalie stellt ein sehr breites differentialdiagnostisches Kriterium dar. Sie kann durch
Deformationen des kndchernen Schadels (Kraniosynostosen), metabolisch
(Alkoholembryopathie, Phenylketonurie (PKUV)), hypoxisch-ischamisch, infektios
(Toxoplasmose, konnatale Rételn, Zytomegalie Virus (CMV)) usw. verursacht sein.

Eine spezielle Gruppe stellen die primordialen Mikrozephalien dar, die autosomal rezessiv
vererbt werden (MCPH1-MCPH?7). Die verantwortlichen Gene fir die MCPH1, MCPHS3,
MCPH4, MCPH5 , MCPH6 und MCPH7 sind Mikrocephalin bzw. ,, Cyclin dependent kinase 5
regulatory associated protein 2 (CDK5RAP2), ,, Centrosomal protein 152kDa“ (CEP152),
,Abnormal spindle-like microcephaly associated gene“ (ASPM ), , Centromeric protein J*
(CENPJ) und ,,SCL/TALI interrupting locus* (STIL). Fir MCPH2 wurde bisher nur der Lokus
19913.1-13.2 bestimmt [24, 25, 26, 27, 28]. Die primordialen Mikrozephalien sind
differentialdiagnostisch von NBS abzugrenzen.

Ein moderater proportionierter Kleinwuchs ist auch ein typisches Symptom des NBS. Das
Kdpergewicht entwickelt sich proportional zu der KorpergrdRe. Die statomotorische und mentale
Entwicklung der Kinder ist anfangs normal. Bei den meisten Patienten liegt der
Intelligenzquotient (IQ) in der frihen Kindheit im Normbereich. Eine mentale Retardierung
entwickelt sich erst spater, meistens im Schulalter. Etwa die Halfte der NBS-Patienten weist eine
leichte Retardierung auf. Bei ca. 10% wurde eine mittelgradige Auspragung beobachtet. Uber
schwerste mentale Retardierung wurde bis heute nicht berichtet [29, 3, 30]. Insofern stellt das
NBS bei einem mikrozephalen, ohne neurologische Defizite Kind osteuropdischer Herkunft mit
anfangs normaler oder leicht beeintrachtigter Entwicklung, Immundefizienz eine wichtige
Differentialdiagnose dar.

Neben der Mikrozephalie haben die NBS-Patienten andere charakteristische kraniofaziale
Merkmale, wie ein prominentes Mittelgesicht mit langer Nase und langem Philtrum (Abb. 2).
Die Stirn ist zuriicktretend, die Lidachsen zeigen nach oben, lateral (Abb. 3). Es sind Retro-,
Mikro- und Agnathie beschrieben worden. Das Gesamtbild dieser einzelnen Merkmale wurde in
der Literatur als VVogelsgesicht (birdlike) beschrieben [31].



Abb.2. Patient mit NBS im Sédulings- und Erwachsenenalter [3]

v
Abb.3. Mé&dchen mit NBS — Die Lidspalten zeigen deutlich nach oben lateral (Krystyna H

Chrzanowska and Camila K Janniger, 2009 eMedicine Specialties)

Bei vielen NBS-Patienten kommen auch Hautverdnderungen vor. Zu den hé&ufigsten
Hautmanifestationen gehdren Epheliden, Café au-lait Flecken und Vitiligo.

(a) (b)
Abb. 4. Café au lait-like spots (a) und progressive vitiligo (b) bei Patienten mit NBS (Krystyna
H Chrzanowska and Camila K Janniger, 2009 eMedicine Specialties).

Bei manchen NBS-Patienten wurden auch Fehlbildungen beschrieben, z. B. Hypospadien und
ovariale Dysgenesien [32], Analstenosen und —atresien [2] sowie Harntraktanomalien [33]. Die
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NBS-Patienten leiden an Fertilitatsstérungen [29].

Ein sehr wichtiges Merkmal der NBS-Patienten ist die humorale und zellulare Immundefizienz.
Laborchemisch zeigt sich ein Mangel an Immunglobulin G (IgG), u.a. 19G2 und 1gG4, sowie
IgA [34]. Es wurde auch Uber Patienten mit einer Agammaglobulindmie berichtet [3]. Ein
normaler Immunstatus ist bei den NBS-Patienten eher die Ausnahme [13]. Die zellulére
Immundefizienz manifestiert sich durch eine erniedrigte B-Lymphozytenzahl, einen Mangel an
CD3- und CD4-T-Lymphozyten sowie durch eine Beeintrachtigung der Funktion der T-
Helferzellen, wodurch es zu gestorten zytotoxischen Effektormechanismen und einer
verringerten Lymphokinproduktion kommt. Der CD4/CD8-Quotient ist bei Patienten mit NBS
erniedrigt [29, 35, 36, 37].

Als Folge der Immundefizienz leiden die NBS-Patienten an schwere, rezidivierenden Infekte.
Am haufigsten kommt es zu schweren bronchopulmonalen Infekten, Sinusitis als auch
Harnwegsinfektionen [15, 3, 30]. Jedoch auch orale Léasionen, Gingivitis und Candidasis werden
Ofter beobachtet, verglichen zu der Haufigkeit bei nicht betroffenen Probanden [38].

Auf Chromosomenebene kommt es zu Aberrationen der Chromosomen 7 und 14 in
Lymphozyten. Am haufigsten betroffen sind die Banden 7p13, 7935, 14911 und 1432 ahnlich
der AT [12, 33]. Die Bruchstellen betreffen die Loci der Immunglobulin- und T-Zell Rezeptor
Gene.

Des Weiteren haben die NBS-Patienten, &hnlich den AT-Patienten, aufgrund einer hohen
Strahlensensibilitat ein sehr hohes Risiko fur die Entwicklung von malignen Erkrankungen [2].
Die Mehrheit der Patienten entwickeln schon im frihen Alter Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
und hierunter u.a. B-Zell-Lymphome [39, 40, 41, 3], die sonst bei Kindern selten sind.

Es wurde auch tber NBS-Patienten mit fur diese Erkrankung ungewdhnlichen Symptomen, z.B.
Porokeratosis oder stark eingeschranktem Sprachvermogen berichtet [42, 43].

Fur das NBS gibt es derzeit keine kausale Therapie. Bei manchen Patienten wurde eine
Knochenmarktransplantation durchgefiihrt [44]. Abgesehen von diesen ersten Schritten im
Bereich der Transplantationstherapie, ist die géngige Behandlung rein prophylaktisch und
symptomatisch. Der Schwerpunkt liegt bei der Vorbeugung von Infekten sowie der
Fruherkennung und Behandlung von Malignomen [45]. Beziiglich der Infektprophylaxe und
Therapie konnen regelmalig Immunglobuline i.v. sowie eine Langzeit-Antibiose verabreicht
werden. Empfohlen wird eine an Anti-Oxidantien reiche Nahrung.

Vor Jahren, als die Krankheit noch wenig erforscht war, wurden die Lymphome bei NBS-
Patienten nach Standardtherapie behandelt. Dabei kam es zu einer rapiden Verschlechterung des

Allgemeinzustands mit Organversagen und Tod. Nachdem entdeckt wurde, dass die Zellen von
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NBS-Patienten auf Bestrahlung hoch empfindlich reagieren, wurden die Behandlungsprotokolle

modifiziert.

1.2 Molekulargenetische Grundlagen des NBS

Wie bereits erwéhnt, wurde das NBS lange Zeit als eine Variante der Ataxia teleangiectasia (AT)
betrachtet. Nachdem das Gen fur AT identifiziert wurde [46], zeigten Stumm et al. 1995, dass
das NBS-verursachende Gen nicht auf dem Chromosom 11 liegt. Somit wurde der Beweis
geliefert, dass es sich bei AT und NBS um zwei genetisch unterschiedliche Krankheiten handelt
[47]. Zwei Jahre spater gelang es einer Forschungsgruppe an der Charité mittels
Kopplungsanalysen das krankheitsverursachende Gen fir NBS auf 1 cM Intervall auf dem
Chromosom 8q zu lokalisieren [4].

Schliellich konnten zwei voneinander unabhangige Arbeitsgruppen, eine davon an der Charité,
das Gen durch Positionsklonierung identifizieren [6, 7]. Das Gen wurde NBS1 genannt. Die
aktuelle Bezeichnung ist NBN. Zu gleichem Zeitpunkt gelang es einer Arbeitsgruppe aus den
Vereinigten Staaten Uber Untersuchungen der DNA Doppelstrangbruch-Reparatur bei der Hefe,
das NBN-Gen zu identifizieren [5]. Das Gen erstreckt sich tber 50 kB und umfasst 16 Exons.
Durch alternative Polyadenylierung entstehen zwei verschiedene mRNAs, mit jeweils 2,4 und
4,4 kB Lénge. Die 2,4 kB mRNA wird vermehrt in Testes, wahrend die 4,4 kB mRNA am
starksten in Ovarien exprimiert. Diese Tatsache spricht daftr, dass NBN bei der Meiose eine
Rolle spielt [5, 7]. Das Proteinprodukt des Gens besteht aus 754 Aminosauren, hat eine Masse
von 95 kDa und wurde Nibrin genannt [7]. Carney et al. zeigten, dass Nibrin das funktionelle
Homologe vom Hefeprotein Xrs2 ist [5]. Sowohl Nibrin als auch Xrs2 sind Bestandteile von
trimerischen Komplexen, die an der DNA-Doppelstrangbruchreparatur beteiligt sind. Bei der
Hefe wird der Komplex aus den Proteinen Xrs2, Mrell und Rad50 gebildet. Der homologe
Komplex beim Menschen wird aus den Proteinen der Gene NBN, MRE11 und RAD50 gebildet.
Dieser Komplex beteiligt sich an der DNA-Doppelstrangbruchreparatur [48], der
Aufrechterhaltung der Telomerenstabilitat [49, 50], der Rekombination [5, 7, 51], der Apoptose
[52] sowie der Zellzykluskontrolle [53, 54].

Das Nibrin besitzt drei funktionell wichtige Regionen: den N-terminalen-, den zentralen- und
den C-terminalen Bereich [55]. In der N-terminalen Region (1-196aa) befinden sich zwei
wichtige Domanen, die FHA- (,,fork head associated”) [56] und die BRCT-Domaéne (,,breast
cancer carboxy terminal®), die auch in dem BRCA1-Gen vorliegt [57, 58]. Uber die FHA/BRCT-
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Doméne bindet Histon y-H2AX an Nibrin und rekrutiert damit den MRN-Komplex an die Stelle
des Doppelstrangbruchs (DSB) [55]. Interessanterweise wurde vor kurzem eine zweite BRCT2
Doméne im Nibrin identifiziert (212-324aa), die unmittelbar zur ersten BRCT1 Doméne
lokalisiert ist [59, 60, 61].

Die FHA/BRCT-Domaénen sind konserviert in Kernproteinen, die an der Zellzyklus-Kontrolle
(Checkpoints) und der DNA-Reparatur beteiligt sind. Die FHA-Region erkennt den
phosphorylierten Zustand des Zielproteins und ist fiir die Protein-Protein-Interaktionen zusténdig
[62, 63]. Die beiden BRCT-Regionen des Nibrins bilden ein Motiv, das fir die Interaktion mit
dem phosphorylierten ,,Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1) verantwortlich
ist und dadurch den gesamten MRN-Komplex an die DSBs rekrutiert [59, 64]. Lloyd et al.
zeigen die Rolle von konservierten diphosphoryllierten pSer-Asp-pThr-Asp Sequenzen von
MDC1 fir die Anheftung an die FHA/BRCT-Doméne des MRN-Komplexes [65].

Ser343 Ser615

. FHA | BRCT

hMRE11-Binding

Abb. 5. Struktur des Nibrin [55] DNA-Repair — modifiziert. Die FHA- und die zwei BRCT
Doménen, sowie die Phosphorylierungsstellen und die MRE11-Bindungsdoméne sind
dargestellt. NLS —Kernlokalisierungssignal.

Die C-terminale (665-693aa) Region des Nibrins ist wichtig fur die Bindung des Proteins an das
Protein MRE11. Diese Region ist nicht konserviert mit Ausnahme von den 10 Aminoséuren uber
die die Bindung an MRE11 erfolgt [66]. In der zentralen (278-343aa) Region des Nibrins
befinden sich Sequenzen, die nach Bestrahlung durch die ATM-Kinase phosphoryliert werden,
z.B. Serin in den Positionen 278, 343, 397 und 615. Es wird angenommen, dass diese
Phosphorylierung wichtig fiir die NBN-Rolle wéhrend der S-Phase des Zellzyklus ist [67, 54, 68,
69]. Aminoséurensubstitutionen in den FHA- und/oder BRCT-Domanen fiihren dazu, dass eine
Phosphorylierung des Proteins durch ATM unterbleibt.

Zusammen mit der Identifizierung des NBN wurde die h&ufigste NBN-Mutation gefunden —
657del5 [7]. Uber 95% der weltweit bekannten NBS-Patienten sind homozygot fiir diese

Mutation [3]. Fast alle bis heute identifizierten NBN-Mutationen befinden sich in den Exons 6-10
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und fhren zu einem verkdrzten Protein [13, 7].

-(:by\ \

[ ‘!ﬂelSl 742ins66 J nnnnelzsl 1089C>A 1142delC
643C>T, ! 1 J 4 [

HHHTH S T H -

EXON 6

Abb. 6. Dargestellt ist die Lokalisation der bis jetzt bekannten NBN-Mutationen zwischen Exon
6-10 (http://www.nijmegenbreakagesyndrome.net/diseasedescriptionMain.htm)

Anfangs wurde vermutet, dass die Mutation 657del5 eine Nullmutation ist [7]. Dies wurde
jedoch durch Versuche an Knock-out Mdusen in Frage gestellt. Eine vollstandige Nibrin-
Inaktivierung hat sich als letal erwiesen, genauso wie die Inaktivierung der anderen zwei
Proteine des MRN-Komplexes, MRE11 und RADS50 [70, 71]. Eine induzierte Null-Mutation in
murinen Zellen fuhrte zu dem Verlust des G2/M-Checkpoint, erhdhter Radiosensivitdt und
Zelltod. In immortalisierten B-Zellen von NBS-Patienten mit der Mutation 657del5 wurden ein
26 kDa aminoterminales und ein 70 kDa carboxyterminales Fragment nachgewiesen. Die
Mutation 657del5 flihrt zu einer Leserrasterverschiebung. Das 26 kDa Protein entsteht dadurch,
dass die Translation 15 Kodons nach der Deletion an einem Stoppkodon endet. Das 70 kDa
Fragment (555 AS) entsteht durch eine alternative Translation, die an einem neuen Startkodon
vor der Deletion beginnt, sich im Leseraster befindet und eine Restaktivitat aufweist, die das
Leben der Betroffenen tberhaupt ermdglicht [72, 73].

Auch fur die NBN-Mutationen 900del25 und 835del4 wurde gezeigt, dass sie ein alternatives
Initiationskodon nutzen und zu Protein-Fragmenten mit einer Masse von 55 kDa bzw. 60 kDa
fuhren [73, 74].

Die klassischen NBS Patienten sind homozygot oder compound heterozygot fir trunkierende
NBN-Mutationen [75, 7]. Interessanterweise wurde auch ber compound heterozygote NBS-
Patienten berichtet, die ein sehr unterschiedliches klinisches Bild im Vergleich zu den
klassischen Patienten aufwiesen. Seemanova et al. beschrieben im Jahr 2006 Zwillinge mit NBS,
die compound heterozygot fur die slawische Mutation 657del5 und eine Punkt-Mutation,

R215W, waren und einen sehr schweren Verlauf der Krankheit im Vergleich zu den klassischen
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Patienten aufwiesen [76]. Compound Heterozygotie fir Mutationen im NBN-Gen kann nicht nur
zu einem schweren Klinischen Verlauf fihren [77], sondern auch zu einem milderen Phénotyp.
So wurde Uber zwei Geschwister berichtet, die compound heterozygot fiir 2 Mutationen in den
Exons 4 und 10, ¢.330>G (p.Y110X) bzw. ¢.1125G>A(p.W375X), waren und abgesehen von
Fertilitatsstorungen keine weiteren klinischen Symptome aufwiesen [78].

Wie schon erwahnt, bt Nibrin, seine Funktionen nicht allein sondern im Rahmen eines
trimerischen Komplexes aus, dessen andere Komponenten die Proteine MRE11 und RAD50

sind.

Das MRE11 Gen

Das MRE11 Gen liegt auf dem Chromosom 11q12 und umfasst 20 Exons. Das Protein ist ein
Zellkern-Protein, MRE11, das zusammen mit Nibrin und RAD50 den MRN-Komplex bildet.
Mutationen in diesem Gen verursachen die AT-ahnliche Krankheit (ATLD). Null-Mutationen
sind nicht mit dem Leben vereinbar, wie Experimente mit Mdusen gezeigt haben [79]. Weltweit
sind nur wenige Patienten mit ATLD bekannt. Die bei ihnen vorliegenden Mutationen sind
hypomorph [80, 81].

Das MREI1 besitzt u.a. eine 3’5’-dDNA-Exonuklease- und SDNA-Endonuklease Aktivitat [82].
Diese werden durch RAD50 gesteigert. Nibrin, im Gegensatz dazu, erhéht ausschlieBlich die
Exonuklease-Funktion. MRE 11 bindet an den C-terminalen Bereich des Nibrins. Der C-
terminale Bereich ist notwendig fir die MRE11-Bindung an die DNA [83].

Das RAD50 Gen

Das RAD50 Gen liegt auf dem Chromosom 531 und umfasst 25 Exons. Sowohl RAD50 als
auch MRE11 sind hoch konservierte Proteine der Eukaryonten [84]. Das RAD50-Protein besitzt
Walker A & B Motive, notwendig fir die Nukleotidbindung. Die Walker Motive sind durch
coiled-coil Bereiche getrennt, die fur die intramolekularen Interaktionen wichtig sind [85, 86].
Mit Hilfe von diesen coiled-coil Regionen kann der RAD50-MRE11-Komplex DNA-Enden,
womoglich sogar Schwesterchromatiden berbriicken. Dabei bilden zwei Molekiile von RAD50
ein Homodimer mit einer flexiblen Hinge-Region, die eine V-&hnliche Form annehmen kann
[87]. RAD50 erhéht zudem die enzymatische Aktivitdt von MRE11. Weltweit ist nur eine
Patientin mit Mutationen im RAD50-Gen bekannt. Das klinische Bild ahnelt dem des NBS [88].
Der MRE11-RAD50-Komplex bleibt in Abwesenheit von Nibrin im Zytoplasma lokalisiert.
Nach DSB-induzierter Phosphorylierung durch die ATM-Kinase bindet Nibrin Gber die 10 hoch

konservierten Aminosauren in seinem C-terminalen Bereich an MRE11. Tauchi et al. haben ein
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zwei Schritt-Modell vorgeschlagen fur die Erkennung und Reparatur von DSBs [89]. Erstens
bindet Nibrin tber die FHA- und BRCT-Doméne an das phosphorylierte Histone H2AX und
bindet so den MRN-Komplex an den DSB. Zweitens bindet RAD50 an die DNA-Enden und halt
sie nah aneinander. MRE11 bindet an die Enden des RAD50-Dimers und initiiert die
Prozessierung der Bruchenden. Dupre et al. haben gezeigt, dass der MRN-Komplex wichtig bei
der Atm-Aktivierung durch DSB ist [90].

1.3 Funktionen von NBN

1.3.1 Reparatur von DNA Doppelstrangbriichen

DNA-Doppelstrangbriiche sind die schwerwiegendste Form der DNA-Schadigung, da bereits ein
Bruch als Folge ungleicher Aufteilung des Erbgutes nach der Zellteilung zum Untergang der
Zelle fuhren kann. Doppelstrangbriiche kénnen durch Produkte des Zellmetabolismus (freie
Radikale), durch Umwelteinflusse (radioaktive Strahlung, chemische Substanzen) verursacht
werden. Sie entstehen jedoch auch im Rahmen von physiologischen Prozessen (V(D)J-
Rekombination, Meiose). Unabdingbar mit dem Leben ist, dass die Zelle diese
Doppelstrangbriiche (DSB) erkennt und effektiv behebt, damit die genetische Information intakt
an die Tochterzellen weitergegeben wird.

Nach Schédigung der DNA wird der Zellzyklus arretiert. Gleichzeitig werden verschiedene
Gene, unter anderem die ATM-Kinase, aktiviert, die fur die Reparatur der Schadigung
notwendig sind. Konnen die Schadden nicht behoben  werden, wird der
Selbstzerstérungsmechanismus der Zelle, die so genannte Apoptose, initiiert. Sind jedoch die
Proteine, die an der DSB-Reparatur oder Zellzyklus-Kontrollpunkte beteiligt sind, defekt oder
sogar nicht vorhanden, kann zum einen der Zellzyklus nicht arretiert werden und es zum anderen
uber genomische Instabilitdt und chromosomale Umbauten zur malignen Entartung kommen
[91].

Doppelstrangbriiche koénnen auf zwei verschiedenen Reparaturwegen behoben werden, die

homologe Rekombination (HR) und das nichthomologe ,,end joining* (NHEJ) [92].
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1.3.1.1. Homologe Rekombination

Bei der homologen Rekombination werden die Doppelstrangbriiche mit Hilfe der intakten
Schwesterchromatide, die als Matrize dient, behoben. Es werden zunéchst die DNA-Enden in 5°-
3’-Richtung durch Nukleasen reseziert, sodass iiberhdangende 3’-Einzelstrdnge entstehen. Bei der
Prozessierung der Bruchenden beteiligt sich der MRN-Komplex [93, 94]. Diese Reparatur von
Doppelstrangbriichen findet nicht wéhrend des gesamten Zellzyklus, sondern in der G2-Phase
statt [95]. Proteine, die bei der HR notwendig sind, sind RAD51, RAD52, RAD54 und RPA
(,,replication protein A*) [96, 97]. Die Modellvorstellung dazu wurde 1964 von Robin Holliday
vorgeschlagen. Danach fiihrt die HR zu einer exakten Reparatur von Doppelstrangbriichen ohne
Verlust von DNA.

1.3.1.2. Non - homologous end joining (NHEJ)

Im Gegensatz zu der homologen Rekombination benétigt das nicht homologe Endjoining
(NHEJ) keine oder nur sehr kleine DNA-Homologien (Mikrohomologie) flr die Reparatur des
Doppelstrangbruchs. Diese Reparatur findet bevorzugt in der G1-Phase des Zellzyklus statt [95].
Bei diesem Vorgang kommt es zu einer Prozessierung beider Enden, die danach direkt
miteinander ligiert werden. Das NHEJ ist in sofern keine exakte Reparatur, da hierbei DNA
verlorengeht. In diesem Reparaturweg involvierte Proteine sind die DNA-abhéngige
Proteinkinase (DNA-PK), XRCC4, DNA-Ligase 1V und NHEJ1. Es wurde kurzlich gezeigt, dass
Mutationen im NHEJ1-Gen ein NBS-&hnliches klinisches Bild verursachen [98, 99].

Es wurde gezeigt, dass der trimerische Hefekomplex, Mrell/Rad50/Xrs2, sich an beiden
Prozessen der DSB-Reparatur, HR und NHEJ, beteiligt [100]. Dies fuhrte zu der Annahme, dass
der homologe Komplex beim Menschen, MRE11/RAD50/Nibrin, auch in beide Prozesse
involviert ist. Allerdings sprechen Untersuchungen aus dem Jahre 2004 dafir, dass NBN wichtig
fir die HR, jedoch nicht fur die NHEJ ist [55, 101].

1.3.2  Zellzykluskontrolle

Der Ablauf der einzelnen Phasen des Zellzyklus wird durch die Cycline und die cyclin-

abhangigen Kinasen (Cdks) gesteuert.
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In der G1-Phase liegen die 46 Chromosomen in Form von einzelnen Chromatiden vor. Wéhrend
der S-Phase verdoppeln sich die Chromatiden, sodass in der G2-Phase die 46 Chromosomen aus
zwei Schwesterchromatiden bestehen, die in der M-Phase auf die Tochterzellen verteilt werden.
Die Zelle verfligt Uber Mechanismen, den Zellzyklus zu arretieren, falls dies notwendig sein
sollte, wie z.B. bei einer DNA-Schéadigung. Die Kontrollpunkte wahrend des Zellzyklus, die zur
Aktivierung dieser Stoppmechanismen fithren, werden als “Checkpoints” bezeichnet. Es gibt u.a.
G1/S, intraphase-S und G2/M-Checkpoints.

Der intra-S-phase-Checkpoint ist bei NBS-Patienten defekt. Eine DNA-Replikation findet auch
bei DNA-Schédigung statt [54, 69]. Eine Aktivierung des intra-S-phase-Checkpoints wére durch
Phosphorylierung des Proteins DMC1 am Serin 957 moglich. Dessen Phosphorylierung setzt
jedoch die Phosphorylierung von Nibrin am Serin 343 durch die aktivierte ATM-Kinase voraus
[54, 102]. Die Beteiligung des Nibrins in der Kontrolle des G1/S-Checkpointarrestes ist nicht
eindeutig geklart. Untersuchungen an B-lymphoblastoide NBS-Zellen zeigten eine Stérung in
der G1 Checkpoint-Kontrolle [72]. Andererseits wurde eine normale Kontrolle des G1
Checkpoints in NBS fibroblastoiden Zelllinien beobachtet [103, 104]. Die Bedeutung von Nibrin
beim G2/M-Checkpointarrest ist auch umstritten. Manche Autoren konnten keine G2/M-Stérung
weder in primdren Fibroblasten noch in transformierten Lymphozyten von NBS Patienten
nachweisen [105, 106], wahrend andere Arbeiten einen G2/M -Defekt [53, 70, 107, 108, 109]
belegten.

1.3.3 Aufrechterhaltung der Telomerenstabilitét

Die Telomere befinden sich an den Chromosomenenden und stellen repetitive Sequenzen dar,
die reich an Guanin und Thymin sind. Die Telomere funktionieren als Schutz fur die
Chromosomenenden, die ja im Prinzip DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) darstellen [110, 111].
Bei der DNA-Replikation kommt es zur Verkirzung eines DNA Stranges, wenn die Lange der
Telomere nicht durch die Telomerase aufrecht erhalten wird. Es konnte gezeigt werden, dass die
gleichzeitige Expression von NBN und der katalytisch wirksamen Einheit der Telomerase,
TERT, wichtig fur die Verlangerung der Telomeren ist [112, 113, 114].
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1.3.4 Andere NBN-Funktionen

Interessanterweise spielt Nibrin offensichtlich eine Rolle bei der Wirkung der Statine. Die
Statine (Hydroxymethylglutaryl-Koenzym A Reduktase Inhibitoren) bewirken eine Reduktion
des Cholesterins im Serum, haben jedoch weitere, so genannte pleiotrope Wirkungen, u. a. einen
direkten Effekt auf die Zellen der Gefalwand. Bei der Atherosklerose kommt es durch
oxidativen Stress zu DNA-Schadigung und Telomerverkiirzung in den Zellen der glatten
GefaBmuskulatur. Es wurde gezeigt, dass die Statine den oxidativen Stress nicht reduzieren,
jedoch die DNA-Reparatur deutlich beschleunigen, fir die Nibrin erforderlich ist [115].
Zusatzlich wurde gezeigt, dass Nibrin eine wichtige Rolle bei der Differenzierung der Zellen der
Augenlinse hat und Stérungen im Nbn-Gen bei Mausen zur Entstehung von Katarakt fiihren
[116].

1.4 NBN und Krebsrisiko

Aufgrund der Chromosomeninstabilitdit haben NBS-Patienten ein stark erhéhtes Risiko,
Malignitaten zu entwickeln, die auch die hdufigste Todesursache bei diesen Patienten darstellen.
Die NBN-Homozygoten entwickeln am haufigsten Non-Hodgkin-Lymphome, vor allem B-Zell-
Lymphome. Des Weiteren wurden, jedoch viel seltener, akute lymphatische Leukamien,
Glioblastome, Meduloblastome und Rhabdomyosarkome beobachtet [117, 118, 3]. Bei NBS-
Patienten ist das Krebsrisiko wesentlich hoher als bei Patienten mit Ataxia teleangiektasia, fur
deren Krankheitsgen, ATM, eine Tumorsuppressorgen-Funktion nachgewiesen wurde [119].
Aufgrund der Ahnlichkeiten zwischen AT und NBS stellte sich die Frage, ob NBN-
Heterozygote analog zu heterozygoten Tragern von ATM-Mutationen ebenfalls ein erhdhtes
Krebsrisiko haben [120]. Diese Vermutung wurde bereits 1990 von Seemanova aufgrund der
familidren Krebshaufigkeit gedulRert [121] und inzwischen bestatigt [122]. In vielen Studien
wurde inzwischen das erhéhte Krebsrisiko der NBN-Heterozygoten fiir unterschiedliche Tumore
gezeigt.

Eine erhéhte Frequenz von NBN-Mutationen wurde bei Kindern mit akuter lymphoblastischer
Leuk&mie gefunden [123]. Resnik et al. zeigten, dass Heterozygote fur die NBN-Mutation
657del5 ein erhohtes Risiko fur NHL und ALL haben [124]. Des Weiteren konnten wir in einer
grolRen polnischen Studie zeigen, dass die Heterozygotenfrequenz bei Krebspatienten mit

verschiedenen Tumoren doppelt so hoch wie bei den Kontrollen ist [125]. Vor allem fanden sich
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deutlich mehr Tréger fir die Mutation 657del5 unter den Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphomen (NHL), sowie Trager fur die NBN-Mutation R215W unter Patienten mit
kolorektalem Karzinom.

Weiterhin zeigten Studien aus Russland und Polen [126, 127], dass Heterozygote fur die
Mutation 657del5 ein erhohtes Risiko fur Brustkrebs haben. Untersuchungen an
Brustkrebspatientinnen aus Norddeutschland und Belarus ergaben fiir Tragerinnen der NBN-
Mutationen 657del5 und R215W ein 3-fach erhéhtes Risiko [128]. Zusétzlich haben Roznowski
et al. unter 270 polnischen Brustkrebs-Patientinnen die Mutation 1171V 7-mal gefunden. Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass auch diese Mutation das Risiko fur Brustkrebs erhoht [129]. Die
Mutation 1171V wurde auch bei Kindern mit ALL nachgewiesen [123]. Eine deutlich hohere
Frequenz der Mutation 657del5 wurde zudem bei Patienten mit Prostatakrebs gefunden [130].

Im Gegensatz dazu fanden Carlomagno et al. keine Assoziation zwischen dem heterozygoten
Status fir die NBN-Mutation 657del5 und der Entwicklung von Brustkrebs an 477 Patientinnen
[131].

Aufgrund der Tatsache, dass die NBS Patienten am héaufigsten ein NHL entwickeln, wurde
erwartet, dass die NBN-Heterozygoten auch besonders héufig von dieser Form der
lymphoretikuldaren Malignitat betroffen sind. Eine Reihe von Studien belegen jedoch keine
Korrelation zwischen dem heterozygoten NBN-Status und der Entstehung von NHL. Cerosaletti
et al. untersuchten Tumorproben von 91 Patienten mit sporadischen NHL und konnten keine
Rolle des NBN-Gens bei der Entstehung von sporadischem NHL in den USA belegen. Auch die
Arbeitsgruppen von Stanulla et al. und Rischewski et al. fanden die Mutation 657del5 in den von
ihnen untersuchten deutschen Patienten mit NHL nicht [132, 133]. Allerdings sind diese
Ergebnisse nicht verwunderlich, da die Frequenz der Mutation 657del5 in der deutschen
Population nur 0,12 % betragt [131]. Auch in der Studie von Hama et al. an japanischen
Patienten mit Lymphomen fanden sich keine Mutationen im NBN-Gen [134]. All diese Studien
sprechen dafiir, dass das NBN-Gen keine wesentliche Rolle bei der Cancerogenese in Patienten
nicht-slawischer Herkunft spielt.

1.5 Lymphomtypen bei NBS-Patienten

Wie oben bereits erwéhnt, sind die am h&ufigsten vorkommenden Malignitaten bei den NBS
Patienten die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Es handelt sich dabei um maligne, klonale

Neoplasien, die sich von B- oder T-Lymphozyten herleiten. Da im Rahmen dieser Arbeit
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Patienten mit NHL untersucht wurden, wird an dieser Stelle ein Uberblick tiber die Formen der

Non-Hodgkin-Lymphome gegeben.

1.5.1 B-Zell-Lymphome

a) GroRzellige diffuse B-Zell-Lymphome

Diese Lymphome stellen etwa 30-40% aller Non-Hodgkin-Lymphome dar. Es gibt verschiedene
Faktoren, die das Risiko fir die Entwicklung eines diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms
erhdhen. Zu diesen Faktoren zahlen Immunsuppression (nach Transplantation, HIV), Exposition
gegenlber kanzerogenen Substanzen sowie genetische Ursachen.

Nach der WHO werden folgende Kklinische Subtypen des diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphoms unterschieden:

* Primares Korperhéhlenlymphom - dieser Subtyp entwickelt sich in mit serésen Hauten
ausgekleideten Korperhdhlen.

* Das intravaskuldre grof3zellige B-Zell-Lymphom - dieser Subtyp entwickelt sich in kleinen
Blutgefassen. Am hé&ufigsten betroffen sind die Haut, das Knochenmark, das ZNS, die Nieren
und Lungen.

* Das primare mediastinale B-Zell-Lymphom - Dieser Subtyp kommt am haufigsten vor.
Meistens entwickelt er sich im Thymus. Oft bleibt das Lymphom bei der Erstmanifestation auf
das Mediastinum beschrénkt und erst bei Rezidiven kommt es zu einer Metastasierung im ZNS,

der Leber oder den Nieren.

b) Das Burkitt Lymphom

Das Burkitt Lymphom ist ein klinisch aggressives, jedoch sehr chemotherapie-sensitives B-Zell-
Lymphom, das sich in drei klinischen Formen manifestiert:

* Das sporadische Burkitt-Lymphom, das ca. 30% aller Lymphome ausmacht.

* Das endemische Burkitt-Lymphom, fast immer mit einer Epstein-Barr-Virus (EBV) Infektion
assoziiert.

* Das Immunodefizienz-assoziierte Burkitt-Lymphom, z.B. bei HIV-Patienten, oder infolge
einer Immunsuppression nach Transplantation. Bei HIV-Kranken tritt das Burkitt-Lymphom u.a.
in Féllen auf, die durch eine hohe Zahl CD4 positiver T-Lymphozyten im peripheren Blut

20



charakterisiert sind.
Das histologische Bild wird durch monomorphe, mittelgroRe, dicht aneinander liegende Zellen

mit schmalem basophilem Zytoplasmasaum und rundlichen Kernen bestimmt.

¢) Follikulares Lymphom (FL)

Das follikulare Lymphom, nach der Kiel-Klassifikation auch als zentroblastisch-zentrozytisches
Lymphom bezeichnet, ist das haufigste indolente nodale B-Zell-Lymphom und macht ca. 25-
30% aller Non-Hodgkin-Lymphome aus. Das klinische Bild ist durch eine langsam progrediente
LymphknotenvergroRerung, sowie durch eine langsam fortschreitende Splenomegalie gepréagt.
Im Verlauf kommt es oft zu Infektanfélligkeit und Blutungsneigung. Etwa 30% der Patienten
weisen auch die B-Symptomatik (Fieber, Gewichtsverlust, NachtschweiR) auf.

In etwa 40% der Falle kommt es zu einer Aggressivitatssteigerung, wobei das indolente
follikulare Lymphom (Stadium | & II) in ein hochmalignes Lymphom transformiert wird,
meistens ein diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom. In ca. 20% der Falle mit follikuldarem

Lymphom kommt es zu einer spontanen Regression.

d) MALT-Lymphom

Das MALT-Lymphom entwickelt sich aus dem Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe
(MALT) des gastrointestinalen Traktes. Das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe kann
physiologisch vorhanden sein, z.B. im Diunndarm oder im Rahmen von chronischen
entziindlichen Prozessen erworben werden (Magen, Speicheldriisen). Die MALT-Lymphome
stellen ca. 7-8% aller B-Zell-Lymphome dar. Es handelt sich um ein extranodales Lymphom.
Der haufigste Manifestationsort ist der Magen (40-50%). Jeweils 10% der Falle entwickeln sich
in der Schilddriise (z.B. im Rahmen einer Hashimoto Thyreoiditis), in den Speicheldrisen (z.B.
beim Sjogren-Syndrom), in den Lungen und der Orbita.

Eine chronische Infektion mit Helicobacter pylori ist ein entscheidender Faktor fir die
Entstehung des MALT-Lymphoms. Dementsprechend entwickelt sich das MALT-Lymphom
bevorzugt im Antrum ventriculi. Histologisch zeigt sich ein monomorphes Infiltrat reifzelliger
monozytoider bzw. zentrozyten-ahnlicher B-Zell-Lymphozyten innerhalb von interfollikuléaren

konfluierenden Marginalzonenarealen.
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e) Mantelzelllymphom

Es handelt es sich um ein nodales Lymphom der naiven Follikelmantelzelle. Es liegt eine
mannliche Praponderanz vor. Die Lymphknoten sind diffus infiltriert mit Kkleinen bis
mittelgroBen Lymphozyten. Ein Zytoplasmasaum ist kaum vorhanden. Die nodalen Gefale sind

hyalinisiert.

1.5.2 T-Zell Lymphome

T-Zell Lymphome machen ca. 5-15% aller Non-Hodgkin Lymphome aus. Es handelt sich um
eine sehr heterogene Gruppe, zu der auch Neoplasien der ,,Natural Killer (NK) Zellen gehoren.

Die T-Zell Lymphome werden in zwei groRe Gruppen eingeteilt:

a) Unreife Vorlauferzelllymphome (lymphoblastische Lymphome)

Die Unterscheidung zu den lymphoblastischen Leukdmien beruht auf dem Ausmal} der
Knochenmarkinfiltration (>25% Blasten definiert die akute lymphatische Leukamie).

Diese Lymphome kommen vor allem bei Kindern oder jungen Erwachsenen vor. Neben einer
Leukozytose und Lymphadenopathie ist in ca. 50% der Félle ein grofRer Mediastinaltumor
vorhanden, der nicht selten zu einem Vena cava superior-Syndrom fuhrt, charakterisiert durch
obere Einflussstauung und Dyspnoe.

b) Reife, ,,periphere* T-Zell-Lymphome

Diese Lymphome entstehen aus Zellen, die ihre Differenzierung im Thymus abgeschlossen
haben.

* Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom (AILD)

Es handelt es sich um eine klonale T-Zell Erkrankung, die zu einer Destruktion der B-Zell
Areale des Lymphknotens flihrt. Die Patienten weisen eine generalisierte Lymphadenopathie, B-
Symtomatik  (subfebrile Temperaturen, Nachtschweil3, Gewichtsabnahme) und eine
Hepatosplenomegalie auf. Haufig kommt es zu Pruritus und Exanthemen. Charakteristisch ist

auch das gehaufte Auftreten von Infektionen.
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* Anaplastisch grof3zelliges Lymphom vom T-Zell Typ (ALCL)
Diese Lymphomform macht ca. 3% aller NHL des Erwachsenen aus. Es existieren drei
Subtypen:

**Primér systemisches Lymphom- Kinase Fusionsprotein (ALK) positives ALC, das
durch die Translokation t(2:5) entsteht. Diese Form ist vor allem bei jlngeren Patienten zu
beobachten und hat eine guinstige Prognose.

**Primér systemisches ALK negatives ALC. Diese Form kommt vor allem bei alteren
Patienten vor.

**Primar kutane Variante
* T-Zell Lymphom vom Enteropathietyp
Das Lymphom ist mit der glutensensitiven Enteropathie assoziiert. Die Patienten weisen
Diarrhden, abdominelle Schmerzen und B-Symptomatik auf.

* T-Zell Lymphom vom nasalen Typ

Das Lymphom manifestiert sich im Gesicht und hat einen destruierenden Charakter. Es kommt
vor allem in Asien vor und ist mit einer EBV-Infektion assoziiert.

* Das hepatosplenische T-Zell Lymphom

Das Lymphom kommt vor allem bei jungeren Patienten oder bei Patienten nach einer
Transplantation vor.

* Das subkutane pannikulitis &hnliche Lymphom

Das Lymphom manifestiert sich im subkutanen Fettgewebe in Form von Knoten und Plaques
und ist durch eine rasche Progredienz und meistens durch eine infauste Prognose charakterisiert.
[1, 11, 11].
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2 Ziele

Die bisherigen Ausfiihrungen haben gezeigt, dass die Datenlage hinsichtlich des Risikos
heterozygoter Trager von NBN-Mutationen ein NHL zu entwickeln, widersprichlich ist. Ziel
dieser Arbeit ist es, eine groRere Gruppe polnischer NHL-Patienten hinsichtlich der Mutationen
657del5 und R215W zu untersuchen und zu einer moglichst gesicherten Aussage zu gelangen.
Zusétzlich wurden polnischen Patienten mit soliden Tumoren und Neugeborenen-Kontrollen
beziglich der Mutation R215W getestet. Alle Ergebnisse dieser Arbeit sind schon publiziert
(siehe Literatur).

Des Weiteren wurde Tumormaterial von NBN -Heterozygoten untersucht, um festzustellen, ob
der Verlust des Wildtyp-Allels (,,Loss of heterozygosity) vorliegt und bei der Tumorentstehung

eine Rolle spielen koénnte.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patienten und Kontrollen

In dieser Arbeit wurden Kohorten von polnischen Tumorpatienten fir die Mutationen 657del5
und R215W im NBN-Gen untersucht. Um die Mutationsfrequenzen vergleichen zu konnen,
wurde auch eine Kontrollgruppe von 1620 polnischen Neugeborenen mituntersucht. Als
Ausgangsmaterial dienten Blut-Proben von Guthrie-Cards. Von allen Tumorpatienten liegt ein

schriftliches Einverstandnis vor.

3.1.1 Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL)

Es wurden 186 Patienten mit der Diagnose Non-Hodgkin-Lymphom [mittleres Alter 59,5 Jahre
(17-91 Jahre)] fur die NBN-Mutationen 657del5 und R215W untersucht. Alle Patienten stammen
aus der Mazovian Woivodschaft, einer der 16 administrativen Bezirke Polens, zu der auch die
Hauptstadt Warschau gehort. Alle Patienten wurden diagnostiziert und behandelt am ,,M.
Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute of Oncology“ der Universitatsklinik
Warschau.

In Tabelle 1 sind die jeweiligen Formen der Non Hodgkin Lymphome dieser Patienten
dargestellt.

3.1.2 Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren

Zusétzlich wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit auch 641 polnische Patienten mit
verschiedenen soliden Tumoren untersucht. Alle Patienten stammen auch aus der Mazovian
Woivodschaft und waren Teil unserer groRen Studie aus dem Jahre 2004, in die insgesamt 1289
Patienten eingeschlossen waren [125]. Die Proben der 641 Patienten wurden im Rahmen dieser
Doktorarbeit nur fiir die Mutation R215W analysiert, da die Frequenz der 657del5-Mutation
bereits ermittelt worden war. Die Ergebnisse fur beide Mutationen wurden in unserem Artikel
»Increased cancer risk of heterozygotes with NBS1 germline mutations in Poland®, Int. J.
Cancer, 2004 publiziert. Alle Patienten wurden an dem ,,M. Sklodowska-Curie Memorial Cancer

Center and Institute of Oncology* der Universitatsklinik Warschau behandelt.

25



3.1.3 Neugeborenen-Kontrollen

Die Kontrollgruppe wurde aus 1620 anonymen Neugeborenen-Blutproben gebildet, die im
Rahmen des Neugeborenen-Screenings gesammelt worden waren. Die Proben lagen in Form von
Guthrie-Cards vor. Alle Proben stammen aus der Mazovian Woivodschaft. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit wurden die Proben nur flr die NBN-Mutation R215W untersucht, da die Frequenz
der 657del5-Mutation zuvor ermittelt worden war.

Sowohl die Proben der Patienten-Gruppen als auch die der Kontrollen wurden freundlicherweise
von Herrn Professor Dr. med. Jan Steffent, ehemaliger Direktor des Instituts fir Immunologie
(Maria Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute fror Oncology), Warschau,

Polen zur Verfiigung gestellt.

3.1.4 Tumor- Proben von heterozygoten Patienten fur die NBN-Mutationen 657del5 und
R215W

Leider stand uns von keinem der hier untersuchten NHL - Patienten Tumormaterial zur
Verfugung. Wir erhielten jedoch Tumormaterial von zwei anderen NBN-heterozygoten Patienten
und verglichen den Anteil des normalen und des mutierten Alleles in den Blutproben und den
entsprechenden Tumorproben. Die eine Tumorprobe, in Form von Parafin-Block stammt von
einem 657del5-Mutation heterozygoten Patienten (54 Jahre alt) mit Melanom und wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. Steffent zur Verfligung gestellt. 10 um dicke Schnitte des
Tumors wurden auf Objekttrdgern fixiert und histopathologisch bezliglich des Tumoranteils
beurteilt. In diesem Fall war der Tumoranteil ca. 50%. Die DNA-Extraktion erfolgte direkt aus
den Schnitten (freundlicherweise von Herrn Dr. Markus Stumm zur Verfiigung gestellt). Die
zweite Tumorprobe stammt von einer 5 jahrigen fur die R215W-Mutation heterozygoten
Patientin mit pilozytistischem Astrozytom, und wurde freundlicherweise von Frau Dr. Krystyna
Chrzanowska zur Verfliigung gestellt. In diesem Fall, wurde die Tumor-DNA aus

mikrodisseziertem Material isoliert. Der Tumoranteil war 100%.
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NHL-Form Gesamtzahl
Burkitt- und Burkitt-dhnliches Lymphom 9
Lymphom vom Typ des Mukosa-assoziierten lymphatischen

Gewebes (MALT) o
Diffuses grof3zelligs B-Zell Lymphom (DLBCL) 71
Mantelzell Lymphom (MCL) 21
Follikulares Lymphom (FL) 18
Vorlaufer B-Zell Lymphom 3
Chronisch lymphozytische Leukamie (CLL)/

Lymphozytisches B-Zell Lymphom P
Lymphoplasmozytisches Lymphom 1
Plasmozytom 1
Vorlaufer T-Zell Neoplasien 6
Periphere T-Zell Neoplasien 22
Marginalzone B Lymphom 2
Nicht klassifiziert 1

Tabelle 1. Non-Hodgkin-Lymphome bei 186 Patienten
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3.2 Chemikalien und Biochemikalien

Materialien

Hersteller

Agarose 1404

Serva

Big Dye Terminator Mix

Applied Biosystems

Big Dye Puffer

Applied Biosystems

dNTPs

InVitek

Ethidiumbromid

Bohringer Mannheim

Exonuklease |

New England BioLabs

Exo | Buffer New England BioLabs
SAP Roche

Taq DNA-Polymerase Eppendorf

Taq Polymerase Buffer Eppendorf

1 kB DNA-Marker Invitrogen

Orange G Merck

Dest. H20 J. T. Baker

Ethanol 100% Merck

ROX Dye, 500

Applied Biosystems

Formamid

Tabelle 2. Chemikalien und Biochemikalien
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3.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

PCR Tubes 0.2ml Biozym

PCR Platten (96 wells) Greiner
Pippetenspitzen (0.1 bis 1000 pl) Biozyme

Eppendorf-Cups (0.5 und 1.5 ml) Sarstedt

BlueCap Tubes (50 ml) Falcon

Parafilm Pechiney Plastic Packaging

Tabelle 3. Verbrauchsmaterialien

3.4 Primer

3.4.1. Primer fir die Fragmentanalyse — mit FAM Markierung
Fam-Forward-Primer: NBN- Ex 6 FAM-5'- CCCACCTCTTGATGAACCAT-3’
Reverse-Primer: NBN-Ex 6-R 5’- CTGTTTGGCATTCAAAAATATAAA-3
3.4.2. Primer flr Exon 6 des NBN-Gens
Forward-Primer: NBN-Ex 6-F 5’ - TGGAAATTATGCCTTTTGAGTG-3’
Reverse-Primer: NBN-Ex 6-R 5’- CAAAATGAAATACGTTAACA-3’
3.4.3. SnaPShot Primer fur die R215W-Mutation

NBN - R215W-F: 5”- GGAAGTAAAAATGTTGATCTGTCAGGA - 37

35 Kits

* ABI Prim BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, V.3.1 von Applied
Biosystem

* SnaPShot Multiplex Kit von Applied Biosystems
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3.6 Gerate

Gerate

Typ

Hersteller

DNA-Sequenzierautomat

ABI Prism 3100

Applied Biosystems

Labofuge Zentrifuge

400R

Heraeus

Megafuge Zentrifuge

2.0R

Heraeus

Elektrophoresekammer

Horizon 11.14 und Sunrise 96

Gibco BRL Life Technologies

Elektrophorese Spannungsgerat

ST 606 T

Gibco BRL Life Technologies

Thermocycler

GeneAmp PCR System 9600 and 2400

Applied Biosystems

Vortex Vibrofix VF1 Electronic Jahnke & Kunkel
Microwellengerét Bosch

Pipetten Eppendorf
Multikanal Pipetten Finnpipette Labsystems

UV-Illuminator und Kamera

Herolab, Wiesloch

Waage

Sartorius

Aquadestanlage

Millipore

Tabelle 4. Geréate
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3.7 Software

Primer design Primer.3

Gene Mapper Applied Biosystems
Sequence Analysis Applied Biosystems

Chromas Technelysium

Polyphen http://coot.embl.de/PolyPhen/
Panther http://www.pantherdb.org
Mutation Tester http://www.mutationtaster.org

Tabelle 5. Software

3.8 Statistik
Der Vergleich der Genfrequenzen bei Tumor-Patienten vs Kontrollen wurde mit dem Fischer
Exakt Test und dem Chi2 Test durchgefiihrt
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3.9 Methoden

3.9.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde von Kary Mullis im 1983 entwickelt. Dieses
Verfahren ermdglicht die exponentielle Vervielfaltigung kleiner DNA-Fragmente. Fir die
Reaktion werden Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs), destilliertes Wasser, Polymerase, die
die Reaktion katalysiert, Puffer und zwei Primer bendtigt. Primer sind Oligonukleotide, die aus
15-20 Basen bestehen, die zu den 3’-Enden des DNA-Fragmentes komplementar sind. Die
Polymerase ist hitzestabil und wird aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen. Die Tag-
Polymerase hat ihr Aktivitatsoptimum bei einem pH-Wert tber 8 und einer Temperatur von etwa
74°C. Die Polymerase hat eine 5’-3’-DNA-Polymerase~ und eine 5’-3’-Exonukleaseaktivitat.
Die Syntheserate der Tag-Polymerase liegt bei etwa 2800 Nukleotiden/min. Die Tag-Polymerase
besitzt nicht nur eine template-abhé&ngige sondern auch eine template-unabhéngige Aktivitat, die
dazu fihrt, dass am Ende des Repliaktionsvorgangs eine zusétzliche Base, meistens Adenosin,
eingebaut wird.

Es werden verschiedene Polymerasen mit unterschiedlichen Eigenschaften angeboten. So
besitzen Tli (Thermococcus litoralis), Tgo (Thermococcus gorgonarius), Tma (Thermotoga
maritima) zusitzlich eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitdt, die der Korrekturlesung des neuen
Stranges dient. So kommt es bei der Anwendung dieser Polymerasen zu glatten Enden der
synthetisierten Strange. Diese Polymerasen sind auBerdem hitzestabiler als die Tag-Polymerase,
jedoch ist die Synthesegeschwindigkeit deutlich langsamer.

Der Reaktionsansatz wird zunéchst fur 5 Min. Auf 96C° erhitzt, damit die DNA denaturiert wird,
d.h. der DNA-Doppelstrang wird in zwei Einzelstrange aufgetrennt. Danach beginnt die
eigentliche Kettenreaktion. Ein aus drei Schritten bestehender Zyklus wird im Durchschnitt 35

Mal wiederholt.
Die einzelnen Schritte dieses Zyklus sind:

* Denaturierung bei 96°C - Die Denaturierungszeiten mussen so kurz wie moglich gehalten
werden, denn bei hohen Temperaturen leiden alle Komponente des PCR-Mix.

* Annealing bei einer fir jedes Primerpaar individuell ermittelten Temperatur - Wahrend dieses
Schrittes binden die Primer an die 3’-Enden der DNA-Einzelstrange.

* Synthese der komplementaren Strange bei 72°C.

Auf den letzten vorgegebenen Zyklus folgt die Elongation, die ca. 5-10 Min. dauert. Fur jede
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PCR wird ein Protokoll und Programm erstellt, in denen die einzelnen Mengen und die Dauer
der einzelnen Schritte angegeben werden.

Berechnen der Annealing —Temperatur einer PCR-Reaktion

Fur jeden Primer wurde die Annealing-Temperatur nach der Formel

2X(A+T) + 4x(G+C) — 5 = Annealing-Temperatur bestimmt. Falls die Annealing-Temperaturen
beider fur die PCR notwendigen Primer unterschiedlich sind, wird die niedrigere Temperatur
benutzt.

Amplifikation der Guthrie-Card-Proben

Die hier benutzten Blutproben waren auf Guthrie-Cards fixiert. Es wurde auf eine DNA
Extraktion verzichtet und die Guthrie-Card direkt als Template benutzt. Daher wurde ein
groleres PCR- Ansatzvolumen (35 pl) als Ublich genommen, damit die Polymerase durch das
freigesetzte Hdmoglobin nicht gehemmt wird.

Von jeder Guthrie-Card wurde jeweils ein ca. 2 mm groRes Stiick entnommen und in ein PCR-
Gefal} platziert. Um die DNA von den Guthrie-Cards zu I6sen, wurden am Anfang die Proben
flir 45 min bei 98°C gekocht. Erst danach wurde die Polymerase dazu gegeben.

In dieser Arbeit wurde folgendes PCR-Protokol benutzt, um das Exon 6 des NBN-Gens zu

amplifizieren.

Komponente Volumen
10xPuffer 3.5 ul

dNTPs 0.6 pl
Tag-Polymerase* 0.2 pl (5U/ml)

Primer F 2.0 pl (10pmol/pl)
Primer R 2.0 pl (10pmol/pl)
dH20 27 pl
Gesamtvolumen 35 ul

Tabelle 6. PCR-Protokol

*Die Taqg Polymerase wurde erst nach der 45 minltigen Denaturierung zugegeben
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3.9.2 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente kdnnen mit Hilfe der Agarosagelelektrophorese aufgetrennt und dargestellt
werden. Es kdnnen Agarose-Gele verschiedener Konzentrationen, abhangig von der GroRe der
zu untersuchenden PCR-Produkte, eingesetzt werden. Die hier benutzten Agarose-Gele waren
2%-ig. Um die GroRe der einzelnen PCR-Produkte zu bestimmen, wurde eine 1kb Leiter benutzt.
Eine solche Leiter ist ein Gemisch aus DNA-Fragmenten bekannter GrofRen. Zu der Agarose-
Losung wird eine geringe Menge an Ethidiumbromid und TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-
Puffer) dazugegeben. Die Mischung wird in speziellen Kammern mit einem Kamm an einem
Ende, der die Taschen bilden soll, gegossen und wird nach Abkihlung zum Gel. Ca. 5 pl des
PCR-Produktes werden mit 4 ul Orange G-Ladepuffer gemischt und in die Taschen pipettiert.
Das Gel wird in die mit TBE-Puffer geflllte Laufkammer platziert und eine entsprechende
Spannung von z.B. 120 Volt angelegt. Die einzelnen Fragmente wandern aufgrund ihrer
negativen Ladung in Richtung der Anode. Kleinere Fragmente wandern schneller als groéRere.
Das dazugegebene Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit den Basenparen
interkaliert. Die DNA wird dadurch unter UV-Licht auf dem Gel als Bande sichtbar.

3.9.3 Fragmentanalyse

Mit Hilfe einer Fragmentanalyse kdnnen DNA-Fragmente unterschiedlicher GréRRe aufgetrennt
werden. Daflir muss mindestens ein Primer mit einem Fluorochrom markiert werden. Die
Fragmentanalyse ist zum Screening einer groflen Zahl von Proben und unterschiedlicher
Mutationen geeignet, wenn sich die L&ngen der jeweiligen Allee deutlich unterscheiden. Fir die

Fragmentanalyse wurden die unter 3.4.1 aufgefuhrten Primer benutzt.

PCR-Bedingungen fur die Exon 6 - Fragment- Analyse
98°C — 45 min

96°C —15sei «—a
53°C - 20 sek 35 Zyklen

72°C — 30 sek ——»!

72° - 10 min
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Nach der Amplifikation und Kontrolle der PCR-Produkte auf einem Agarosengel werden 0.3-0.5
pl der PCR-Produkte mit 9 pl HiDi-Formamid und 0.2 pl Standard GeneScan 500 HD (ROX)
gemischt und bei 95°C denaturiert. Danach werden die Proben in die Kapillaren des 3100 (ABI)
DNA-Sequenator gefillt und aufgetrennt. Die Ergebnisse werden mittels des GeneMapper 3.7.

Software analysiert.

3.9.4 SnaPShot Analyse

Diese Methode findet Anwendung bei der Analyse bekannter Verdnderungen, wie
Polymorphismen oder Mutationen in der DNA. Hierfir wird ein Kit benutzt (Applied
Biosystems), welches ein Mix von Enzym, Puffer und den vier mit unterschiedlichen
Fluoreszensfarbstoffen markierten ddDNTP’s beinhaltet (die Farben sind in Tabelle 7
angegeben). In dem Kit sind keine dNTP’s enthalten. Zusétzlich wird ein speziell konstruierter
Primer bendtigt, der direkt vor der Veranderung, die analysiert werden soll, bindet und dann um

eine der markierten Basen verlangert wird. Dadurch wird die Reaktion zugleich terminiert.

ddNTPs A C G T
Farbstoff dRGG dTAMRA dR110 dROX
Farbsignal grin schwarz blau rot

Tabelle 7. Fluoreszenzfarbstoffe mit denen die Nukleotide markiert
sind und die entsprechenden Farbsignale

Zuerst wird eine PCR-Reaktion durchgefiihrt, bei der der jeweilige DNA-Abschnitt amplifiziert
wird. Danach findet eine enzymatische Reinigung statt, wobei eine Exonuklease (Exol) die
restlichen Primer abbaut. Die dNTPs werden durch die alkalische Phosphatase (SAP)
dephosphoryliert und damit inaktiviert.

Die Snap-Shot Reaktion wurde hier benutzt, um die Mutation R215W im Exon 6 des NBN-Gens

zu analysieren.
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PCR-Bedingungen fur die Exon 6 - Fragment- Analyse
98°C — 45 min

96°C — 15 sek —
55°C - 20 sek 35 Zyklen
72°C —lSO sek g

72° - 10 min

Reinigungsprotokoll — SnapShot Reaktion
Exol/Schrimp Alkalische Phosphatase (SAP)

Komponente Volumen (pl)
10x Exol Puffer 0,50
10 U/ul Exol Enzym 0,05
1 U/ul SAP 0,50
dH20 3,50
Dephosphoryl. Puffer 0.45
Gesamtvolumen 5,00 pl

Dieser Reinigungsmix wird zu 5 pul PCR-Produkt dazugegeben.

Die Aufreinigung findet durch Inkubation des Reinigungsansatzes bei 37°C fir 30 min statt,
gefolgt von einer Inkubation bei 80°C fur 15 min, die die Reaktion terminiert.

Nachdem die PCR-Produkte gereinigt worden sind, kann die SnaPShot Reaktion mit den
spezifischen Primern fur die R215W Mutation angesetzt werden.
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.TTTTTACCCACCTCTTGATGAACCATCTATTGGAAGTAAAAATGTTGATCTGTCAGGélGG

CAGGAAAGAAAACAAATCTTCAAAGGGAAAACATTTATATTTTTGAATGCCAAACAGG

Abb. 7. Exon 6 des NBN-Gens (mit gelb markiert) mit intronischen Sequenzen (mit grau
markiert). Der spezifische SnapShot Primer fir die R215W-Mutation ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

1,5 pl Aliquot von dem gereinigten PCR-Produkt werden zu 3,5 pl Reaktionsmix dazugegeben.

SNap Shot Protokoll

Komponente  [volumen@l) |
SnaPShot Reaktionsmix 0,60

Primer R215W-F (10pmol/ul) 0,50

dH20 2,80
PCR-Produkt 1,50
Gesamtvolumen 5,00 ul

SnapShot Reaktionsbedingungen

96°C 10 sek < 3
50°C 5 sek 25 Zyklen
60°C 30 sek ———»

40

@)

15 min

Nach der SnapShot Reaktion werden zu dem Reanktionsansatz 1,0 pl alkalische Phosphatase
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dazugegeben und das Gemisch fur 60 min bei 37°C inkubiert, gefolgt von 15 min bei 80°C.
Diese erneute Reinigung wird durchgefihrt, um die Snap-Shot Produkte von den
ubriggebliebenen ddNTPs zu befreien, die aufgrund ihrer Fluoreszenzmarkierung die

Auswertung der Proben stéren wiirden.

3.9.5 DNA-Sequenzierung

Die genaue Basenfolge eines DNA-Fragmentes kann mit Hilfe der so genannten DNA-
Sequenzanalyse bestimmt werden. Hierbei handelt es sich um einen PCR- dhnlichen Vorgang.
Die Sequenzmethode basiert auf der von Sanger im 1975 entwickelten enzymatischen
Sequenzierung. Das mittels PCR amplifizierte DNA-Fragment dient als Matrize. Bei der
Sequenzierung wird im Unterschied zu der PCR nur ein Primer benutzt, der als VVorwérts- oder
Ruckwartsprimer kreiert werden kann. Weiterhin werden nicht nur dNTPs sondern auch 2°,3’-
Didesoxynukleotide (ddNTPs) verwendet.

Die Didesoxynukleotide haben keine Hydroxylgruppe (-OH) in Position C3 der Ribose und
konnen dadurch keine Phosphodiester-Bindung mit dem ndchsten Desoxynukleotid einhergehen.
Die DNA-Verlangerung wird dadurch terminiert.

Es entstehen Fragmente, deren Langen sich um ein Nukleotid unterscheiden. Das Gemisch dieser
einzelnen DNA-Stlickchen kann mittels Elektrophorese oder eines Kapillarsystems aufgetrennt
werden. Wir benutzten ein Kapillar ABI 3100 System. Da jeder der vier ddNTPs eine eigene
Fluoreszenzmarkierung hat, kann man anhand des Fluoreszenzsignals und der Position jeden
einzelnen Fragmentes die Basenfolge bestimmen.

Voraussetzung fir eine erfolgreiche Sequenzierung ist ein hochgereinigtes PCR-Produkt. Die
PCR-Produkte von den positiven Proben, sowohl von der Fragments-Analyse, als auch von den
SnapShot Analyse wurden mit den Primer (3.4.2) amplifiziert und danach mittels einer

enzymatischen Reinigung nach dem folgenden Protokoll aufgearbeitet:
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Reinigungsprotokoll - Sequenzierung

Komponente Volumen (ul)
Alkalische Phosphatase —SAP (1 U/ul) 0,50
10x Exol Puffer 0,50
Exol Enzym (10U/ul) 0,05
Dephosphoryl. Puffer (10x) 0,45
dH20 3,50
PCR-Produkt 5,00
Gesamtvolumen 10, 00

Der Ansatz wird fir 60 min bei 37°C und fir 15 min bei 80°C inkubiert.

Fur die Sequenzierung wurde das folgende Protokoll benutzt:

Sequenzprotokoll
Komponente Volumen (ul)

PCR-Produkt 1,50
Big Dye Puffer 1,00
Big Dye Mix 1,00
Primer F (10pmol/pul) 0,50
dH20 1,00
Gesamtvolumen 5,00 ul

Bedinqungen flr die Sequenzreaktion

96°C 5 sek €a
50°C 15 sek 25 Zyklen
60°C 4 min —>
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Nach der Sequenzierung missen die Proben gereinigt werden. Dafir wurde zu dem
Reaktionsansatz 100 pl Prazipitationsmix (EDTA 0, 1 mM, NaAcetat 3 M, pH 5, 2, Ethanol
100%) gegeben und das Gemisch fur 30 min bei 1500 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wird der Uberstand verworfen und zu dem Rest 200 pl 70% Ethanol gegeben und das Gemisch
erneut bei 1500 x g fir 8 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand
verworfen, die Probe bei 94°C in einem offenen Thermocycler fur 1 min getrocknet und
anschlieBend in 20ul dest. Wasser aufgelost. Das Reaktionsgemisch wird auf dem ABI-3100
Sequenator getrennt und die Ergebnisse mittels Sequencing Analysis V.5.2 Software

ausgewertet.

3.9.6 Analyse der Tumorproben von NBN heterozygoten Patienten

Um zu Uberprifen, ob die Tumorentstehung bei Tragern einer NBN-Mutation durch Verlust des
Wildtyp Allels (Loss of heterozygosity) bedingt ist, haben wir die Tumorproben (3.1.4) mittels
der Fragmentanalyse (3.9.3) fur die 657del5 Mutation und durch SnapShot Analyse (3.9.4) fur
die R215W Mutation untersucht.

3.9.7 Uberpriifung der NBN-Mutation R215W auf Pathogenitat mit Hilfe von PolyPhen,

Panther und Mutation Tester Programmen.

Die potenzielle Pathogenitdt von DNA-Veranderungen, die, mit einem Aminosaureaustausch
verbunden sind, kann mit Hilfe verschiedener Software-Programme beurteilt werden. Hier haben
wir drei solcher Programme, némlich PolyPhen (http://coot.embl.de/PolyPhen), Panther
(http://www.pantherdb.org) und Mutation Tester (http://www.mutationtaster.org/) benutzt, um

die Mutation R215W zu analysieren.
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4 Ergebnisse

Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Untersuchung polnischer Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphomen auf das Vorhandensein der NBN-Mutationen 657del5 und R215W und der

Vergleich der erhaltenen Frequenzen mit entsprechenden Kontrollen.

4.1 Screening der NHL-Patienten zum Nachweis der NBN- Mutationen 657del5 und
R215W

Mutationsscreening - Ablauf

l

Amplifizierung des Exons 6 des NBN-Gens der Patientenproben

l

Kontrolle der PCR-Produkte mittels Agarosegelektrophorese

l

Analyse der Proben mit Hilfe eines ABI-3100-Sequenators

/ AN

Fragmentanalyse SnaPShot Analyse

zum Nachweis der Mutation 657del5 zum Nachweis der Mutation R215W

\ /

Sequenzierung von positiven Proben

Abb. 8. Schematische Darstellung des Ablaufs des Mutationsscreenings

4.1.1 Fragmentanalyse zum Nachweis der Mutation 657del5 bei NHL-Patienten

Es wurden insgesamt 186 Proben von Patienten mit NHL zur Verfugung gestellt. Alle Patienten

stammten aus der Woiwodschaft Mazowien, eines der 16 administrativen Bezirke Polens, und
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sind in der Tabelle 1 dargestelit.

Bekanntlich unterscheiden sich die 657del5 Mutationsfrequenzen in Polen deutlich von Region
zur Region [123]. Insofern ist ein Vergleich der Frequenzen der heterozygoten Tumorpatienten
nur dann sinnvoll und aussagekraftig, wenn die Kontrollen aus derselben Region stammen.
Deshalb werden hier nur Patienten und Kontrollen aus der Woiwodschaft Mazowien verglichen.
Zunéchst wurde das zu untersuchende Exon 6 fur jede Probe mittels PCR amplifiziert und das
Ergebnis der Amplifizierung auf einem Agarose-Gel dargestellt (Abb. 8).

Alle Proben, die fir den Nachweis der Mutation 657del 5 untersucht werden sollten, wurden mit
den Primern (wie in 3.4.1. gezeigt), amplifiziert. Das PCR-Produkt, ist, wie erwartet, 112 bp
groR.

K-Hem. K.Het. KWT

1 Kb
= ‘—‘
’
_
——
—_—
—
—_—
———
S —

Abb. 9 Beispiel fur die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte des Exons 6. GC1;
GC2; GC3 —Patienten-Proben amplifiziert aus Guthrie Cards; K-Hom. - Kontrolle, homozygot
fur 657del5; K-Het. - Kontrolle, heterozygot fir 657del5; K-WT — Wildtypkontrolle; LW —
Leerwert; 1Kb — Leiter

Aufgrund der hohen Zahl der Proben haben wir die Fragmentanalyse eingesetzt. Diese
ermoglicht die Differenzierung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher L&nge. Bei der Mutation
657del5 handelt es sich um eine Deletion von 5 Basenpaaren (ACAAA). Infolge dessen haben
heterozygote Trager dieser Mutation zwei Allele mit verschiedenen L&ngen, ein Wildtyp Allel
und ein Allel, das um die Sequenz ACAAA kurzer ist. Um die Allele visualisieren zu konnen,
haben wir einen Fam-markierten Vorwartsprimer benutzt. Als Referenz wurden bei jedem Lauf

3 Kontrollproben mitanalysiert — eine homozygote Probe, eine Probe - heterozygot fir die
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657del5-Mutation, sowie eine homozygote Probe fiir den Wildtyp. Unter den 186 Patienten mit
NHL fanden wir mit Hilfe der Fragmentanalyse 6 Personen, die heterozygot fir die Mutation
657del5 waren.

Im nachfolgenden Bild sind die Ergebnisse der Fragmentanalyse von 4 Patienten mit NHL sowie

drei Kontrollen und ein Leerwert gezeigt.
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Abb. 10. Fragment Analyse fiir den Nachweis der Mutation 657del5: Probe 1) P- DL 214,
homozygot, Wildtyp; Probe 2) P- DL 217-heterozygot; Probe 3) & 4) P- DL 218 und P- DL 219-
homozygot, Wildtyp; Probe 5) K-657del5het — heterozygote Kontrolle; Probe 6) K-Wildtyp-
Kontrolle - homozygot fur den Wildtyp; Probe 7) K-657del5hom - Kontrolle, homozygot fir
657del5; Probe 8) LW — Leerwert. Blau sind die PCR-Produkte und rot ist der Standard
dargestellt.

Wie in der Abb. 10 zu sehen ist, sind die Wildtyp-homozygote Probe als auch die 657del5-
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homozygote Probe durch einen Peak gegenzeichnet. Bei den heterozygoten Proben sind im
Gegensatz dazu zwei Peaks zu sehen. Alle Peaks, sowohl bei den homozygoten als auch bei den
heterozygoten Proben, sind ,,aufgesplittert. Das ldsst sich durch das Anheften eines Adenin-

Nukleotides am 3’-Ende der amplifizierten DNA-Sequenz erklaren [135].

4.1.2 Bestédtigung von 657del5-heterozygoten Proben mittels Sequenzierung

Alle Proben, die sich bei der Fragmentanalyse als heterozygot erwiesen, wurden anschlieRend
sequenziert, um deren heterozygoten Status zu bestatigen.

Fatient

G G C A GG

G G C A GG

Kontrolle

G 6 CA GG AAA G AAAACAAAT C
G 6 CA GG AAA G AAAACAAAT C

d'l's

Abb. 11. Sequenzanalyse des Exons 6 des NBN-Gens. Dargestellt ist ein Abschnitt des Exons:
oben die Probe des Patienten DL217 mit der 5 bp-Deletion — 657del5, unten eine
Kontrollsequenz. Das rote Kastchen markiert die 5-bp-Deletion.

Wie bereits gesagt, haben wir unter den 186 NHL-Patienten 6 Heterozygote fir die 657del5
Mutation gefunden. Ausgehend von der von uns ermittelten Mutationsfrequenz bei den 1620
Kontrollen (1/162) waren nur 1,15 heterozygote Proben zu erwarten. Die Zahl der gefundenen
heterozygoten Proben ist statistisch signifikant erhoht (OR: 5,34; 95%Cl: 1,92-14,86; p=0,015).

Bei allen 6 heterozygoten Patienten waren Non-Hodgkin-Lymphome der B-Zell-Gruppe

diagnostiziert worden. Die Lymphomentitaten konnen der Tabelle 8 enthnommen werden.
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Lymphom-Typ Patientenalter
MALT (Magen) 71
MALT (Kolon) 49
GC-DLBCL 75
Nodales FL 25
Nodales Burkitt-Lymphom 35
Burkitt-like-Lymphom (Magen) 27

Tabelle 8. NHL-Patienten, heterozygot fir die NBN-Mutation 657del5 aus der Gruppe von 186
NHL-Patienten. Lymphomentitaten und Patientenalter sind dargestellt.

Zusatzlich zu den 186 NHL-Patienten hatten wir friiher, im Rahmen unserer Studie aus dem Jahr
2004, eine Gruppe von 42 NHL-Patienten auch fir die NBN-Mutationen 657del5 und R215W
untersucht und dabei 2 heterozygote flr die slawische Mutation gefunden: einen 63-jahrigen
Patienten mit MCL des Gaumens und einen 53-j&hrigen Patienten mit peripherem T-Zell-
Lymphom des Magens [125]. Auch diese Patienten stammen aus der Voivodschaft Mazovien.
Wir flhrten eine gemeinsame Auswertung der Ergebnisse aller von uns untersuchten NHL-
Patienten. Dabei ergab sich eine Gesamtgruppe von 228 Patienten mit NHL, davon 8
heterozygote Personen fur die Mutation 657del5 (OR 5,85; 95%Cl: 2,29-15,00; p=0,0001). Die
Lymphom-Formen der 228 Patienten sind in der Tabelle 10 dargestellt. Fur jede
Lymphomentitat sind auch die Zahl der extranodalen und darunter der GIT-Vorkommnisse

angegeben.
Typ des NHL Alter des Patienten
MCL des Gaumens 63
T-Zell-Lymphom des Magens 53

Tabelle 9. 2 NHL-Patienten, heterozygot fiir die NBN-Mutation 657del5 unter 42 NHL-
Patienten. Lymphomentitat und Patientenalter sind dargestellt [125].

45



Patienten Gesamtzahl | Extranodale GIT
Vorlaufer B-Zell-Neoplasie 3 1 0
Peripheres ,,reifes* B-Zell-Lymphom 24 3 0
Marginalzonen Lymphom 5 1 0
MALT 12 12 10
Follikulares Lymphom 24 6 0
Mantelzell Lymphom 24 10 4
Diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom 95 43 17
Burkitt- & Burkitt-dhnliches-Lymphom 9 4 3
Vorlaufer T-Zell-Neoplasie 8 2 0
Reifes T-Zell-Lymphom 23 10 3
Nicht klassifiziert 1 0 0

Tabelle 10. Formen der Non-Hodgkin-Lymphome unter den 228 NHL-Patienten

Es fiel auf, dass viele der 657del5-heterozygoten Trager an gastrointestinalen Lymphomen (GIT-

Lymphomen) erkrankt waren. In der Gesamtgruppe der NHL-Patienten (n=228) gab es 37

Personen, bei denen Lymphome des gastrointestinalen Traktes diagnostiziert wurden, 4 davon
waren Trager der slawischen Mutation (OR 19,52; 95%Cl: 5,82-65,42; p=0,0002).

Proben Patientenzahl | 657del5-Heterozygote OR(95%Cl) p-Wert
Kum. Gruppe 228 8 5.85 (2.29-15.00) | 0.0001
GIT-Lymphome 37 4 19.52 (5.82-65.42) | 0.0002
Kontrollen 1620 10

Tabelle 11. Verteilung der heterozygoten 657del5-Trager: *unter allen NHL-Patienten; *der
Gruppe von Patienten mit GIT-Lymphomen und *der Kontrollen sowie die statistische

Auswertung der Ergebnisse.
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Der Vergleich des Alters der 8 657del5-heterozygoten Patienten (mittleres Alter: 51 Jahre) und
der anderen Patienten (mittleres Alter: 61 Jahre) sowie des Alters der 657del5-Heterozygoten mit
gastrointestinalen Lymphomen (mittleres Alter: 51 Jahre) mit dem Alter der anderen Probanden
mit GIT-Lymphomen (mittleres Alter: 64 Jahre) zeigte, dass das durchschnittliche Alter der
heterozygoten Patienten geringer als das Alter der Wildtyp-homozygoten Patienten war. Es
konnte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,327 bzw. p=0,091) nachgewiesen werden.
Beide 657del5-heterozygoten Patienten, die an einem MALT-Lymphom erkrankt waren, haben
uber das Vorkommen von malignen Erkrankungen bei Verwandten berichtet. Der Patient mit
einem MALT des Magens hatte 2 Verwandte zweiten Grades, die ebenfalls an Malignomen des
Magens litten. Der Patient mit einem Colon-MALT hatte einen Verwandten zweiten Grades mit
Malignomen des Magens und einen Verwandten dritten Grades, der an einem Dinndarm-Tumor
erkrankt war.

Information (ber das Vorkommen von malignen Erkrankungen bei Verwandten der anderen

heterozygoten Patienten standen leider nicht zur Verfligung.

4.1.3 Screening der NHL-Patienten auf Vorhandensein der R215W-NBN-Mutation mittels
SnapShot Analyse

Die Proben der 186 NHL-Patienten wurden auch auf das VVorhandensein der Mutation R215W

analysiert. Nach der DNA-Amplifikation mit den Primern (Abschnitt 3.4.2), die ein Produkt von
314bp ergaben, wurden die Proben mittels der SnapShot Reaktion (siehe Methoden) analysiert.
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Abb. 12. Gelelektrophorese der PCR-Produkte des Exons 6, welches fur die R215W-
Mutationsanalyse amplifiziert wurde. GC1; GC2; GC3; GC4 und GC5 -Patienten-Proben
amplifiziert aus Guthrie Cards; LW — Leerwert; 1Kb — Leiter.

Bei der Wildtyp-NBN-Sequenz ist die Base Cytosin an Position 643 Teil des Codons CGG, das
die Aminoséaure Arginin 215 kodiert. Bei der ¢.643C>T-Substitution entsteht das Triplett TGG.
Dadurch wird Arginin in der Position 215 durch Tryptophan ersetzt - Arg215Try (R215W).

Bei der SnapShot Analyse (siehe die Beschreibung der Methode in 3.9.4) von Proben,
homozygot fiir das Wildtyp-Allel ist bei der Auswertung nur ein Peak zu sehen. Im Gegensatz
dazu zeigen sich bei heterozygoten Proben aufgrund der zwei unterschiedlichen Allele zwei
Peaks.

Unter den 186 Proben wurden 2 Proben gefunden, die heterozygot fir die R215W-Mutation
waren. In Abbildung 13 sind die Ergebnisse der SnapShot Analyse fur drei Patientenproben-
darunter eine der zwei heterozygoten Proben, eine bekannte heterozygote Kontrolle, eine
Wildtyp-Kontrolle sowie ein Leerwert gezeigt. Die Leerwert-Probe dient zum Ausschluss einer
Verunreinigung.

Proben 1. und 3. zeigen nur ein Peak (schwarz), der dem endmarkierten Snapshot Wildtyp-
Nukleotid C entspricht und in derselben Position ist wie der Peak bei der Wildtyp-Kontrolle 4.
Das bedeutet, dass die zwei Proben homozygot fiir das Wildtyp-Allel sind. Bei Probe 2. sind
zwei Peaks (schwarz und rot) zu sehen, die bereinstimmend mit den Peaks der heterozygoten
R215W-Kontrolle sind. Es sind zwei Peaks zu sehen, weil die Probe und die Kontrolle zwei
verschiedene Allele (Wildtyp und Trager der Mutation R215W) aufweisen. Auf dem
Fluorogramm sind aulRerdem noch orangene Peaks zu sehen, die dem Standardmix entsprechen

und zur FragmentgroRenbestimmung dienen.
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Abb. 13. SnapShot Reaktion fiir den Nachweis der NBN-Mutation R215W: Proben 1) & 3): P-
DL 169 und P- DL 188-Wildtyp; Probe 2): P- DL 147-het fir R215W; Probe 4): K-Wildtyp —
bekannte Wildtyp-Kontrolle; Probe 5): K-R215Whet. — bekannte Probe, heterozygot fur R215W;
Probe 6): LW-Leerwert
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4.1.4 Bestitigung von R215W-heterozygoten Proben mittels Sequenzierung

Die zwei Proben, die laut der SnapShot Analyse heterozygot waren, wurden sequenziert und die

Ergebnisse verifiziert.

! .

]
Fatient >
cA G G A C G G C AG G A LML A G A A A
T

Kontrolle

CA G G A C G GCA GG AAA G A A A

i i L=

Abb. 14. Sequenzanalyse des Exons 6 des NBN-Gens. Dargestellt ist ein Abschnitt des Exons: —
oben die Probe des Patienten DL147 mit einer R215W-Mutation, unten eine Kontrollsequenz.
Mit einem Asterix ist die C>T-Transition markiert.

Der eine Patient, der sich als heterozygot fir die R215W-Mutation erwies, war 74 Jahre alt und
hatte ein nodales Marginal Zone-Lymphom. Bei dem zweiten heterozygoten Patienten, 53 Jahre
alt, wurde ein nodales T-Zell/histiozytenreiches DLBCL diagnostiziert.

Die Zahl der heterozygoten R215W-Tréger unter den 186 NHL-Patienten liegt Uber dem
Erwartungswert — 2/186 gegeniiber 4/1620 bei den Kontrollen (p=0,0176). Da unter den von uns
friher untersuchten 42 NHL-Patienten keine R215W-Heterozygoten gefunden wurden, ergab
sich fir die Gesamtgruppe von NHL-Patienten (n=228) keine Signifikanz fiir die Zahl der
Patienten mit einem R215W-heterozygoten Status (2/228 gegeniiber 4/1620 bei den Kontrollen,
OR:3,56; p=0,1627).

Fasst man alle heterozygoten Patienten (567del5 + R215W) zusammen, gab es in der
Gesamtgruppe der NHL-Patienten (n=228) insgesamt 10 Heterozygote und damit eine hoch
signifikante Erhéhung gegeniber der Kontrollgruppe (p=0,0003).
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Patienten 657del5+R215W het. | Negativ Gesamt p-Wert
NHL-Patienten 10 218 228 0,0003
Kontrollen 14 1606 1620
Gesamt 24 1824 1848

Tabelle 12. Fishers Exact Test fur alle 657del5- und R215W-Heterozygote

4.2 Patienten mit soliden Tumoren

Zusétzlich zu den Patienten mit NHL wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt 641
Blutproben von polnischen Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren mittels einer SnapShot
Analyse (die Methode ist im Abschnitt 3.9.4 beschrieben) auf das Vorhandensein der NBN-
Mutation R215W analysiert. Diese Proben waren bereits fiir die Mutation 657del5 untersucht
worden Die Ergebnisse fiir beide Mutationen wurden in dem Artikel ,,Increased cancer risk of
heterozygotes with NBS1 germline mutations in Poland*“ [125] verdffentlicht. Wir haben 2
R215W-heterozygote Trager unter den 641 Patienten gefunden. Die 2 Proben wurden
anschlieBend sequenziert und deren heterozygoter Status bestatigt.

Die zwei heterozygoten Patienten wiesen unterschiedliche Krebsformen auf, wie in Tabelle 13
dargestellt wird.

Tumor-Probe Tumor
DU 107 Testes CA
DGO 128 Ovarien CA

Tabelle 13. Krebsformen bei den R215W-heterozygoten Patienten mit soliden Tumoren.

Die Frequenz der Heterozygoten mit der R215W-Mutation — 2/ 641 — ist nur unwesentlich erhéht

im Vergleich zu der von uns ermittelten Frequenz dieser Mutation fiir die Kontrollgruppe.
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4.3 Kontrollen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1620 anonyme Neugeborenen-Blutproben aus der
Woiwodschaft Mazowien flr die R215W-Mutation analysiert.

Die Proben wurden zunéchst amplifiziert und mittels Agarosegel-Elektrophorese uberprift. Die
gereinigten Proben wurden dann mittels der SnapShot Reaktion untersucht. Es wurden 4
heterozygote Proben ermittelt, die dann mittels Sequenzierung bestatigt wurden. Da die hier
angewandten Methoden — SnapShot und Sequenzierung — dieselben wie bei der Analyse der

NHL-Patienten sind, werden sie hier nicht erlautert.

4.4 Uberprufung der Pathogenitat der NBN-Mutation R215W mit Hilfe der Programme
PolyPhen, Panther und Mutation taster

Die potenzielle Pathogenitdt von DNA-Veranderungen, die zum Aminosaurenaustausch fuhren,
kann mit Hilfe von verschiedenen Software-Programmen beurteilt werden.

Obwohl in der Literatur Hinweise auf den pathogenen Charakter der Mutation R215W bereits
vorhanden sind [136, 137], haben wir zusétzlich drei Programme, namlich PolyPhen

(http://coot.embl.de/PolyPhen/), Panther (http://www.pantherdb.org) und Mutation Taster

(_http://www.mutationtaster.org) benutzt um die Auswirkung der R215W - Mutation auf die

Proteinfunktion zu analysieren.

PolyPhen (Polymorphismus Phanotypisierung) nutzt einfache empirische Regeln zur
Vorhersage, ob ein non-synonymer SNP pathogen ist und die Funktion des Proteins beeinflussen
konnte. Diese Vorhersage basiert auf dem Vergleich der Ausgangsequenz mit Sequenzen aus der
Datenbank. Mit Hilfe der PSIC Software wird den PSIC-Wert (Position-Specific Independent
Counts) berechnet und die Sequenzverdnderung in eine von drei Gruppen eingestuft. Ist der
PSIC-Wert unter 0,5 wird die Aminosauresubstitution als ,,gutartig® beurteilt. Bei einem PSIC-
Wert zwischen 0,5 — 1,5 ist die Auswirkung ,.eventuell schiadlich“ und ,,wahrscheinlich
schadlich®, wenn der PSIC-Wert Uber 2,0 liegt [138]. Das PolyPhen Programm hat fiir die
R215W Mutation einen PSIC-Wert von 2,335 berechnet und somit die Mutation als
,wahrscheinlich schadlich* eingestuft.

Panther (Protein analysis through evolutionary relationships) ist ein Sofware-Programm zur
Ableitung der Funktion von unbekannten Genen bzw. zur Beurteilung von Sequenzénderungen

und ihrer Auswirkung auf die Proteinfunktion, basierend auf dem Vergleich mit bekannten
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Sequenzen und evolutiondren Beziehungen. Auch bei diesem Programm existiert ein Scoring-
System, das einen Wert (SUbPSEC) zwischen —12 und 0 errechnet. Ein Wert von 0 bedeutet,
dass die Sequenzénderung keinen Effekt hat. Je negativer der Wert, desto groRer ist die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich um eine pathogene Mutation handelt. Die Auswertung der
Mutation R215W Mutation ergab einen Wert von — 4.73327.

Das dritte Programm - MutationTaster - ist eine web-basierte Anwendung fir die schnelle
Auswertung von Verdnderungen in der DNA-Sequenz. Dabei integriert MutationTaster
Informationen aus verschiedenen biomedizinischen Datenbanken und nutzt -etablierte
Analysemethoden. Je nach Art der Sequenzanderung, wéhlt MutationTaster unter drei
verschiedenen Prognosemodellen: a) intronische Verdnderungen, b) Anderungen, die eine
einzige Aminosaure betreffen oder ¢) Veranderungen, die komplexe Verdnderungen in der
Aminosauresequenz verursachen [139]. Das Mutation Tester Programm beurteilte die R215W
Mutation als pathogen mit einem Wert von 2.75.

Die folgenden drei Abbildungen geben die Ergebnisse der R215W- Mutationsanalyse mittels der

0. g. Programme wider.

A)
PolyPhen: prediction of functional effect of human nsSNP http://coot.embl.de/PolyPhen/
NBN Gene R215W Mutation

Query

Acc number Position AA; AA; Description
BZRNCS 215 R W  SubName: Full=Nibrin; SubName: Full=Nibrin, isoform CRA_a; LENGTH: 754 AA

Prediction

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

damaging alignment alignment NA PSIC score difference: 2.335


http://coot.embl.de/PolyPhen/

B)
Evolutionary analysis of coding SNPs_http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore.do NBN
Gene R215W Mutation

: PANTHER

Classification System

PANTHER HMM: NIBRIN-RELATED (PTHR12162)
HMM E-value score: O

5ubPSEC|PdE|Em substitution | MSA position | Pu: | Poubetituted | MIC

-4.73327 0.84983 RZ15W 223 0.279592 | 0,00385 |2.433

The probability that a given variant will cause a deleterious effect on protein function is estimated
BY P s ojenerinysr SUch that @ subPSEC score of -3 corresponds to @ Pagpyeriy, - 0f 0.5, For more

details, please see Brunham et al., 2005,

C)
Mutation Taster: http://www.mutationtaster.org NBN Gene R215W Mutation

Muta

mutation tsting
[

Bayes prediction (genomewide) disease causing (p=0.999999999999899) (explain)
Bayes prediction (aae model) disease causing (p=0.809780576947847) (explain)
summary « amino acid sequence changed

= listed as SNP

analysed issue analysis resuit

name of alteration no title

HGMNC symbol NBM

Ensembl transcript ID ENSTO0000265433

UniProt peptide 060934

alteration type single base exchange

alteration region cDs

alteration on nucleotide level C=T

coding sequence (CDS) position 643

AA changes Substitution: R215W Score: 2.75 explain

frameshift no

SNPs Reference ID: rs34767364. Chromosome: 8. Position on chromosome: 90983460

conservaton species match aa alignment

protein level for non-synonymous changes Human 215 IGSENVDLSE R QEREQIFRGSH
Chimp all identical 215 IGSENVDLSG [ QERKQIFKGE
Rhesus all identical 215 IGSENVDLSG [ QERKQIFKGE

Abb. 15. A) - PolyPhen; B) - Panther; C)- Mutation Taster. Alle drei Programme beurteilen die
R215W-Mutation als pathogen.
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4.5 Semiquantitative PCR-Analyse von heterozygoten Tumor-Proben

Leider stand von keinem der hier untersuchten Patienten Tumormaterial zur Verfigung. Wir
hatten jedoch Tumormaterial von zwei anderen Patienten. Die erste Tumorprobe stammte von
einem fir die 657del5-Mutation heterozygoten Patienten mit Melanom, die zweite Tumorprobe
von einer Patientin mit pilozystischem Astrozytom, die heterozygot fir die R215W-Mutation
war. Der Tumoranteil der Probe, die von dem Melanom-Patienten stammte, betrug 50%. Die
Tumor-DNA wurde nach Beurteilung des Tumorgewebes, ohne Mikrodissektion gewonnen. Bei
der zweiten Tumorprobe wurde die Tumor-DNA aus mikrodisseziertem Material isoliert. Der
Tumoranteil war 100%.

Wir fuhrten eine semiquantitative Fragment- bzw. SnapShot Analyse durch, um den Anteil des
mutierten und des Wildtyp-Allels der jeweiligen Tumorprobe mit der entsprechenden Blutprobe
zu vergleichen. So ein Vergleich kann am besten mit einer quantitativen Analyse durchgefihrt
werden. Da wir jedoch nur Uber eine sehr begrenzte Menge an DNA verfugten, haben wir die
semiquantitative Fragment- und Snapshot-Analyse durchgefiihrt, die sehr wenig DNA
beanspruchen.

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen Fragment-Analyse der Tumor- und
Blut-DNA von dem Patienten mit Melanom sowie der DNA einer Wildtyp - Kontrolle. Bei der
heterzygoten Probe (Tumor und Blut) sind 2 Peaks zu sehen, wéhrend bei der Wildtyp - Probe
nur ein Peak. Der Vergleich der Tumor- und Blut-DNA zeigte, dass der Anteil des Wildtyp- und
des 657del5- Allells in beiden Proben jeweils 50% ist, was gegen einen Verlust des Wildtyp-
Allels in der Tumor-DNA spricht.

wi 6537deld  wi 657 deld wit

ipdenzit
intemity
iptemity

ignal
Signal
ignal

Kontrolle Tumor DNA DNA aus Blut

Abb. 16. Semiquantitative PCR in Tumor- und Blut-DNA von einem Patienten mit Melanomen,
heterozygot fur die 657del5-Mutation.

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen SnapShot-Analyse der Tumor- und
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Blut-DNA von der Patientin mit pilozystischem Astrozytom, die heterozygot fur die R215W-
Mutation ist. Gezeigt sind die Tumor- und Blut-DNA der Patientin sowie die DNA einer
Wildtyp Kontrolle. Bei den heterozygoten Proben sind 2 Peaks zu sehen (blau fir Cytosin und
gran fur Timidin). Die Wildtyp-Probe ist nur durch einen Peak (blau) gekennzeichnet. Der
Vergleich der Tumor- und Blut-DNA zeigte, dass der Anteil des Wildtyp- und Mutanten- Allells
in beiden Proben 50% ist, was gegen einen Verlust des Wildtypsallels in der Tumor-Probe

spricht.

¢.543CAT p.R215W

Kontrolle Tumor DNA DNA aus Blut

Abb. 17. Semiquantitative PCR in Tumor- und Blut-DNA von einer Patientin mit pilozystischem
Astrozytom, heterozygot fir die R215W-Mutation.
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5 Diskussion

Das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) ist eine seltene autosomal rezessive Krankheit aus der
Gruppe der Chromosomeninstabilitatssyndrome. Diesen gemeinsam ist eine gesteigerte
Mutabilitét, insbesondere unter dem Einfluss von ionisierenden Strahlen sowie ein stark erhohtes
Risiko fur Neoplasien, insbesondere Lymphome und Leukamien.

Die Zellen des lymphoproliferativen Gewebes sind durch eine sehr hohe Rekombination der T-
Zell Rezeptor- und der Immunoglobulin-kodierenden Gene charakterisiert. Im Rahmen dessen
entstenen DNA Doppelstrangbriiche, die bei NBS und AT Patienten nur unvollstdndig repariert
werden konnen, woraus ein hohes Risiko fir die Entwicklung lymphoproliferativer Malignome
resultiert. Die Aufklarung der Pathomechanismen derartiger Gendefekten haben auch neue
Einsichten in die Carcinogenese geliefert [140].

Es wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass nicht nur Patienten mit AT sondern auch
Heterozygote fir ATM-Mutationen ein deutlich erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von
Neoplasien haben, speziell fir Mammakarzinome [141, 142, 143].

Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen NBS und AT beziglich der klinischen Bilder und des
Risikos fur Malignitaten hat sich die Frage gestellt, ob Heterozygote fir NBN-Mutationen —
genauso wie Heterozygote fir ATM-Mutationen — ein erhdhtes Krebsrisiko aufweisen. Bereits
1990 wurde von Seemanova et al. ein signifikant gehduftes Auftreten von Malignitaten bei 142
Verwandten von NBS-Patienten beobachtet [121]. Die Identifizierung des NBN-Gens
ermoglichte die Ermittlung des Tragerstatus in NBS-Familien. Die Beobachtungen von
Seemanova et al. aus dem Jahr 1990 wurden durch deren Studie aus dem Jahre 2007 bestatigt
[122]. Sie untersuchten 344 Verwandte von NBS-Patienten (insgesamt 14 Familien) und fanden
13 Personen mit malignen Erkrankungen, von denen 11 heterozygote Tréager fiir die Mutation
657del5 waren (erwartet wurden 6; p=0,05). Des Weiteren stellten die Autoren fest, dass unter
den 56 Groleltern 10 der 28 Tréger der 657del5-Mutation, aber nur 1 der 28 Nichttrager Krebs
entwickelten [122].

Allerdings ist das Hauptproblem bei solchen Studien die geringe Zahl an geeigneten Familien,
die analysiert werden kénnen, besonders bei seltenen Krankheiten wie NBS. Bis heute sind nur
etwa Uber 120 Familien mit NBS weltweit bekannt.

Eine andere Mdoglichkeit, um festzustellen, ob die NBN-Mutationstréger ein erhohtes Krebsrisiko
haben, ist die Haufigkeit von NBN-Mutationen bei Krebspatienten und bei geeigneten Kontrollen

zu vergleichen. Der Vorteil dieser Vorgehensweise liegt darin, dass es viel leichter ist, grofle

57



Zahlen von Krebspatienten und Kontrollen zu rekrutieren. In den letzten Jahren haben viele
Arbeitsgruppen weltweit solche Untersuchungen unternommen. In den meisten Studien wurden
Patienten slawischer Herkunft untersucht. Dies hat den Vorteil, dass die Untersuchung auf die
Grinder-Mutation 657del5 beschrankt werden kann, wodurch ein Mutationsscreening sehr
erleichtert wird. Allerdings muss bei der Evaluierung und dem Vergleich der Ergebnisse der
einzelnen Studien immer berucksichtigt werden, dass die Frequenz der NBN-Mutation 657del5
nicht nur von Population zu Population, sondern auch innerhalb eines Landes variieren kann.
Wahrend die Frequenz der 657del5-Mutation z. B. in der Tschechischen Republik 1/154, in der
Ukraine (Lvov Region) 1/182 und in Bulgarien 1/180 betrdgt, reicht sie in Polen von 1/90 bis
1/314 [11].

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, wurde ein erhdhtes Krebsrisiko fur 657del5-Heterozygote
z. B. bei Patienten mit ALL, Brustkrebs, Prostatakrebs und Melanomen gefunden [123, 124, 126,
130].

Im Jahre 2004 wurde in einer groBen Studie an polnischen Krebs-Patienten eine signifikant
erhdhte Frequenz der Mutation 657del5 gegenlber den Kontrollen, besonders bei Patienten mit
NHL, gezeigt [125]. Gleichzeitig fand sich eine erhdhte Frequenz bei den Tumor-Patienten auch
fur die NBN-Mutation R215W. Allerdings ist diese Mutation im Unterschied zu der Grunder-
Mutation nicht nur bei der slawischen Population zu finden [144, 145, 146].

Obwohl in vielen Studien ein allgemein erhéhtes Krebsrisiko bei NBN-Heterozygoten gefunden
wurde, gibt es auch solche, die dagegen sprechen. Besonders widersprichlich sind die Angaben
beztiglich der Mutation 657del5 bei Patienten mit NHL. Keine erhdhte Frequenz fur den 657del5
heterozygoten Status unter Erwachsenen und pédiatrischen NHL-Patienten fanden Stanulla et al.,
Cerossaleti et al., Rischewski et al. [144, 132, 133]. Eine mdgliche Assoziation zwischen dem
heterozygoten NBN-Status und der Entstehung von NHL fanden dagegen die Arbeitsgruppen
von Resnick und Steffen [124,125]. Um dieser Frage noch einmal nachzugehen, haben wir eine
grolRere Kohorte von polnischen Patienten mit NHL untersucht. Insgesamt wurden186 Patienten
fir die NBN-Mutationen 657del5 und R215W analysiert. Zusatzlich wurden als Teil dieser
Arbeit und im Rahmen unserer Studie aus dem Jahr 2004 641 Patienten mit verschiedenen
soliden Tumoren und 1620 Kontrollen auf das Vorliegen der R215W-Mutation untersucht [125].
Im Rahmen der Studie wurden diese Proben auch fur die Mutation 657del5 analysiert.
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5.1 Pravalenz der 657del5- und R215W-Mutationen bei NHL- Patienten

Wie bereits bei den Ergebnissen gezeigt, wurden unter den 186 analysierten NHL-Patienten 6
Heterozygote flr die Mutation 657del5 (1/31) gefunden, dagegen 10 unter den 1620 Kontrollen
(Tragerhdufigkeit 1/162). Der Unterschied ist statistisch signifikant (p=0,0015). Bei allen
heterozygoten Patienten wurden B-Zell-Lymphome diagnostiziert: bei 2 Patienten MALT, bei
einem Patienten -follikuldres Lymphom, bei einem Patienten - diffuses groRRzelliges B-Zell-
Lymphom, bei einem Patienten das Burkitt- und bei einem Patienten das Burkitt-like-Lymphom.
Hier konnte die Frage gestellt werden ,, Ist es reiner Zufall, dass alle gefundene 657del5 —
heterozygote Patienten an B-Zell Lymphomen erkrankt waren oder kénnte der heterozygote
NBN-Status eventuell einen Einfluss darauf haben, ob sich ein B-Zell- oder T-Zell-Lymphom
entwickelt?

B-Zell-Lymphome kommen generell viel hdufiger in der Bevolkerung vor als T-Zell-
Lymphome, deren H&ufigkeit mit 5-15% angegeben wird [111].

Die B- und T-Lymphozyten entstehen aus den pluripotenten hamatopoietischen Zellen des
Knochenmarks im Rahmen von Differenzierungsprozessen. Die Entwicklung der B-
Lymphozyten findet groRtenteils im Knochenmark statt, wéhrend die Differenzierung der T-
Lymphozyten im Thymus erfolgt, nachdem die Vorlduferzellen aus dem Knochenmark in den
Thymus eingewandert sind. Bei Erwachsenen verlangsamt sich die Entwicklung von neuen T-
Lymphozyten aus Vorlaufern und die Zahl wird durch die Teilung von reifen T-Lymphozyten
aufrechterhalten. Im Gegensatz dazu werden B-Lymphozyten auch im Erwachsenalter immer
noch im Knochenmark neugebildet. Das konnte eine Erklarung sein, weshalb B-Zell Lymphome
viel haufiger vorkommen als T-Zell-Lymphome, sowohl in der allgemeinen Bevélkerung als
auch bei den NBS Heterozygoten.

Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse aus der Untersuchung der 186 NHL-Patienten wurden
auch zusammen mit den Ergebnissen der im Rahmen einer friiheren Studie [125] untersuchten
42 polnischen NHL-Patienten ausgewertet. Unter diesen 42 Patienten waren — im Vergleich zu
den erwarteten 0,26 (p=0,05) — 2 Tréger der Mutation 657del5 gefunden worden: ein Patient mit
MCL des Gaumens und eine Patientin mit T-Lymphom des Magens. Die Haufigkeit des
heterozygoten Status fur die Mutation 657del5 war sowohl unter den 186 Patienten (p=0,015) als
auch bei der kumulativen Auswertung (186+42) signifikant hoher als erwartet (p=0,0001).
Interessanterweise waren von den 8 fir die Mutation 657del5 heterozygoten Patienten vier an
gastrointestinalen Lymphomen erkrankt. Unter allen 228 Patienten mit NHL gab es 37 mit

Lymphomen des gastrointestinalen Traktes (GIT). Die Frequenz der Mutation 657del5 war bei
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den Patienten mit GIT-Lymphomen statistisch signifikant erhoht: 4/37 (Fishers Exakt Test
p=0,0002) [147]. Wir stellten auch eine erhohte Frequenz fir die 657del5-Mutation bei Patienten
mit MALT (2/12) fest. Ein Patient hatte ein ventrikulares MALT, der andere Patient ein
kolorektales MALT. Beide Patienten berichteten tiber Verwandte zweiten und dritten Grades, die
gastrointestinale Lymphome aufwiesen. VVon den 10 Patienten mit Burkitt-Lymphom waren 2
heterozygot fir die 657del5-Mutation. Leider standen keine Informationen daruber zur
Verfligung, ob auch diese Patienten Verwandte mit malignen Erkrankungen hatten. Die
genannten Ergebnisse sprechen dafir, dass der heterozygote NBN-Status das Risiko fur NHL,
besonders im Bereich des gastrointestinalen Traktes, erhoht. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Resnik [124]. Er untersuchte 68 russische, pé&diatrische Patienten mit
lymphoretikularen Malignomen und 548 Kontrollen auf das VVorliegen der Mutation 657del5. Es
wurden zwei heterozygote Patienten (ALL und Burkitt-Lymphom) und keine heterozygoten
Tréger bei den Kontrollen gefunden. Die heterozygote Patientin mit Burkitt-Lymphom hatte
mehrere Verwandte, bei denen maligne Erkrankungen diagnostiziert worden waren.

Im Unterschied zu den oben erwéhnten Studien fanden Stanula et al. keine heterozygoten Trager
flr die Mutation 657del5 unter 109 padiatrischen Patienten mit NHL [133]. Auch Rischewski
fand die Mutation unter 62 Patienten mit NHL nicht [132]. Chrzanowska macht anhand ihrer
Studie die Schlussfolgerung, dass der NBN-heterozygote Status kein wesentlicher Risikofaktor
flr die Entwicklung von lymphoiden Malignitaten bei Kindern und Heranwachsenden darstellt
[148]. Cerosaletti et al. kommen zu dem Schluss, dass NBN-Mutationen keine wesentliche Rolle
bei der Entstehung von NHL in den Vereinigten Staaten spielen [144]. In ihrem Artikel geben
Cerosaletti et al. keine Information Uber die ethnische Herkunft der 91 Patienten und der 154
Kontrollen. Auch bei japanischen Patienten mit extrakraniellen Lymphomen und Lymphomen
des ZNS wurden keine NBN-Mutationen gefunden [134].

Die ethnische Zusammensetzung der untersuchten Kohorten ist jedoch von zentraler Bedeutung,
wenn es um die Rolle der NBN-Mutationen und besonders der Founder-Mutation bei der
Entstehung von Malignitaten geht. In den Studien von Cerosaletti, Hama, Rischewski and
Stanula wurden Patienten nicht slawischer Abstammung untersucht [144, 134, 132, 133]. Es
durfte bekannt sein, dass die NBN-Mutation 657del5 nur unter Patienten slawischer
Abstammung zu finden ist. Die Ergebnisse von Seemanova et al. sprechen dafur, dass NBN-
Heterozygoten in den osteuropdischen L&ndern, darunter besonders Tréger der Founder-
Mutation, ein deutlich erhthtes Risiko fir die Entwicklung von Malignitaten haben [122].
Auffallig bei den hier gewonnenen Ergebnissen war die erhohte Zahl an 657del5-heterozygoten

Patienten, die an gastrointestinalen Lymphomen erkrankt waren. Der Darm stellt das grofite
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Immunorgan des Korpers dar. Es konnte diskutiert werden, ob der heterozygote Status fur NBN —
Mutationen (ber eine induzierte Immunsuppression das Risiko fur die Entstehung von
lymphoretikuldren Malignomen, besonders von Lymphomen des gastrointestinalen Traktes,
steigern konnte. So weisen NBS-Patienten eine Hypogammaglobulindmie auf, sogar manchmal
eine Agammaglobulindmie. Von der Hypogammaglobulindmie besonders betroffen sind 1gG und
IgA, welche eine sehr wichtige Rolle bei der Darmimmunabwehr spielen. Um die Rolle von
NBN-Heterozygotie bei der Entstehung von Malignomen des GITs zu kléren, ist es notwendig,
eine viel grolRere Zahl an Patienten zu untersuchen.

Auch Untersuchungen an Nbsl-heterozygoten Ma&usen zeigen eine erhohte Haufigkeit von
chromosomalen Abberationen und das Auftreten von verschiedenen Neoplasien, darunter
Lymphomen. Die Tumorgenese scheint jedoch mit der Haploinsuffizienz und nicht einem
Verlust der Heterozygotie (LOH) zusammenzuhangen [19].

Unter den 186 Patienten mit NHL wurden auch 2 heterozygote Trager fir die NBN-Mutation
R215W nachgewiesen. Die vorgefundene H&aufigkeit dieser Mutation war hoher als erwartet (p-
Wert 0,017). Obwohl das Ergebnis statistisch signifikant ist, sollten aufgrund der deutlich
niedrigeren Frequenz der Mutation im Vergleich zu der Frequenz der Founder-Mutation groRere
Kohorten untersucht werden, um die Relevanz des R215W-heterozygoten Status bei der
Krebsentstehung abzusichern.

Zum ersten Mal wurde die R215W-Mutation bei Kindern mit ALL [123] und spéter auch bei
Patienten mit NHL [146] beschrieben. Des Weiteren wurde 2004 iber das gehdufte Auftreten der
Mutation R215W bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen berichtet. Steffen et al. wiesen
unter 234 Patienten mit kolorektalen Karzinomen 3 Personen als heterozygot fir die Founder-
Mutation und 3 Probanden als heterozygot fur die Mutation R215W nach. Die Frequenz der
Mutation R215W war statistisch signifikant erhoht (p-Wert 0,0472) [125]. Diese Ergebnisse
zeigen, dass es sich bei dieser Veranderung hochstwahrscheinlich um eine pathogenetisch
relevante Mutation und keine neutrale Variante handelt. Daftir sprechen auch NBS-Patienten, die
compound heterozygot flur die Mutationen 657del5 und R215W waren und ein
schwerwiegenderes klinisches Bild im Vergleich zu den ,klassischen* NBS-Patienten zeigten.
Als Erklarung wurde ein dominant negativer Effekt der R215W-Mutation angenommen [137].
Spéater wurde gezeigt, dass diese Mutation zu einer Beeintrachtigung der Bindung der Histone
H2AX fihrt, die Konformation der BRCT- Domainen veréndert und dadurch die DSB Reparatur
beeinflusst [136, 61].

Zusatzlich zu epidemiologischen und funktionellen Studien kann die Pathogenitét einer DNA-

Veranderung mit Hilfe von Software-Programmen beurteilt werden. Mit Hilfe dreier solcher
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Programme, Polyphen, Panther und MutationTaster, haben wir R215W analysiert. Alle drei
Programme gaben eine wahrscheinlich pathogene Wirkung der Veranderung an. Das Ergebnis
des PolyPhen-Programms lautete ,,probably damaging®, mit einem Wert PSIC von 2,335 d.h. die
Veranderung hat mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Auswirkung auf die Proteinstruktur und -
funktion. Polyphen berechnet den so genannten PSIC Score (Position Specific Independent
Count). Ein Wert tber 1 ist mit einer negativen Auswirkung der analysierten DNA-Verénderung
verbunden.

Das Panther Programm arbeitet mit Hilfe des evolutiondren Vergleichs der bekannten Gene unter
Berucksichtigung ihrer funktionellen Doménen und der betroffenen biologischen Prozesse. Es
wird ein sogenannter aa (amino acid) PSEC Score (position specific evolutionary conservation)
ermittelt, der die Wahrscheinlichkeit fir eine Aminoséure in einer bestimmten Position angibt.
So bedeutet ein aa PSEC von 0, dass es sich um das evolutionar hdufigste Allel handelt, und je
negativer der Wert ausféllt (max -12), desto wahrscheinlicher ist, dass eine bestimmte Mutation
pathogen ist. [149]. Eine Mutation mit SUbPSEC von -3 bedeutet eine Wahrscheinlichkeit von
50% pathogen zu sein, ein Wert von -12 von 100% [150, 151]. Die SubPSEC Auswertung fiir
die R215W Mutation ergab — 4.7332, die eine Wahrscheinlichkeit fiir Pathogenitat von ca. 78%
voraussagt.

Die Analyse der Mutation R215W mittels des Programms MutationTaster hat ebenfalls die
Pathogenitat dieser Mutation bestétigt (Score 2,75). Fir jede Sequenzénderung erfolgt eine
Wertung mit Hilfe der Aminosédureaustausch Matrix (Matrix Grantham). Die Werte variieren

zwischen 0,0 (keine Pathogenitét) und 6,0 (pathogen).

5.2 Pravalenz der R215W-Mutation bei Patienten mit soliden Tumoren

NBN-Heterozygote haben ein hohes Risiko nicht nur fir NHL, sondern auch fir diverse andere
Tumoren, wie z. B. Melanome, Prostata- und Brustkrebs [126, 130, 124, 122].

Im Rahmen dieser Doktorarbeit und als Teil einer groR angelegten Studie Gber polnische
Patienten aus dem Jahr 2004 wurden zusétzlich 641 Patienten mit verschiedenen Tumoren sowie
eine Gruppe von 1620 geeigneten Kontrollen auf das Vorliegen der NBN-Mutation R215W
untersucht [125]. Zwei von den hier analysierten Patientenblutproben waren heterozygot fur die
R215W-Mutation (1/320) — ein Patient hatte einen Hodentumor und eine Patientin ein ovariales
Carcinom. Fur die Kontrollgruppe lautete die Frequenz der R215W-Mutation 1/405. Unter allen

in der Studie eingeschlossenen Proben (n=1289) wurden insgesamt 8 Heterozygote fir diese
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Mutation gefunden (1/161). Obwohl die Frequenz der Mutation bei den Tumorpatienten nicht
statistisch signifikant erh6ht war, war sie um das 2,5-Fache hoher als in der Kontrollgruppe. Eine
vergleichbare Erhéhung der R215W-Frequenz stellten auch Taylor et al. 2003 bei Patienten mit
NHL fest [146].

Bis heute existieren keine aussagekraftigen Studien zur Prdvalenz von NBN-Mutationen bei
Patienten mit Testes- oder Ovarialcarcinom. Ein erhéhtes Risiko ware jedoch plausibel, da beide
Organe mit einer hohen Expression des NBN-Gens einhergehen [7]. Es gibt zudem
experimentelle Untersuchungen an Mausen, wonach Nbsl- Heterozygote gehduft Tumoren in

den Testes und Ovarien aufweisen [19].

5.3 NBN-Gen und Tumorogenese

Es gibt verschiedene Modelle der Tumorgenese bei Heterozygotie fiir Gene, die mit der
Entstehung von Krebs assoziiert sind. Bei manchen Genen und Krebsarten ist der Verlust oder
die Mutation eines Allels ausreichend, um die Tumorgenese zu befordern. Dieser Effekt kann
entweder durch  Funktionsverlust-Mutationen  verursacht werden, die Uber eine
Happloinsuffizienz oder einen dominant negativen Effekt wirken, oder durch Funktionsgewinn-
Mutationen, die zu einer anormalen Genaktivierung fiihren [152]. Auf der anderen Seite gibt es
Funktionsverlust-Mutationen, die erst nach dem Verlust des Wildtyp-Allels (LOH) eine
Tumorgene ausldsen — wie es das Two-Hit-Model nach Knudson aus dem Jahr 1971 beschreibt.

Nachdem deutlich wurde, dass heterozygote NBN-Tréger, &hnlich den ATM-Heterozygoten, ein
erhdhtes Krebsrisiko aufweisen, stellte sich die Frage, Uber welches der 0. g. Modelle das NBN-
Gen an der Tumorogenese beteiligt ist. Die Ergebnisse einiger Studien Gber NBN sprechen fir
LOH bei der Krebsentstehung [130, 127]. In Gegensatz dazu lassen Untersuchungen an
Tumormaterial von ALL-Patienten, die heterozygot fir NBN-Mutationen sind, einen dominant
negativen Effekt der Mutation als moglichen Mechanismus vermuten [35, 123]. Tumormaterial
von zwei Patienten untersucht. Der eine Patient war heterozygot fur die Mutation 657del5 und
wies Melanome auf, die andere Patienten war fir R215W-heterozygot und hatte ein Astrozytom.
Wie bereits gesagt wurde, der Tumoranteil der DNA-Probe, die von dem Melanom-Patienten
stamm, betrug 50%. Nach Beurteilung des Tumorgewebes wurde die DNA ohne
Mikrodissektion gewonnen. Die zweite Tumor-DNA, die von einer flir die R215W-Mutation
heterozygoten Patientin stammt, wurde aus mikrodisseziertem Material mit einem Tumoranteil

von 100% isoliert.
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Die Tumorproben wurden mittels semiquantitativer Fragment- bzw. SnapShot Analyse
untersucht um den Anteil des mutierten und des Wildtyp-Allels der jeweiligen Tumorprobe mit
der entsprechenden Blutprobe zu vergleichen. Wie in den Abbildungen 16 und 17 gezeigt,
wurden bei beiden Tumorproben gleiche Anteile des Wildtyp-Allels und des mutierten Allels
gefunden, was gegen den Verlust des Wildtyp-Allels in den Tumorzellen spricht.

Die Untersuchungen von Dumon-Jones an Nbs1-heterozygoten Mdusen (Nbn+/-) zeigten ebenso,
dass die Tumorzellen das Wildtyp-Allel aufweisen, was darauf hindeutet, dass die
Haploinsuffizienz und nicht ein Verlust der Heterozygotie (LOH) der zugrundeliegende
Mechanismus der Tumorentstehung ist. [19]

Die Befunde dieser Arbeit sprechen dafir, dass der heterozygote Status fir die Mutation 657del5
des NBN-Gens zu einem erhohten Risiko fiir die Entwicklung von Non-Hodgkin-Lymphomen
flhrt, besonders zu NHL vom B-Zell Typ und speziell fur gastrointestinale Lymphome. Eine
eindeutige Assoziation zwischen der R215W-Mutation und NHL sowie soliden Tumoren konnte
nicht belegt werden.

Des Weiteren konnten wir mit Hilfe der semiquantitativen Analyse an zwei Fallen zeigen, dass
der Tumorentstehungsmechnismus bei heterozygoten NBN-Mutationstragern (657del5 und
R215W) nicht mit einem Verlust des Wildtyp Allels (loss of heterozygosity) verbunden war.
Dies ist flr die Menschen in Osteuropa, die Trager der Grindermutation sind, von erheblicher
Bedeutung. Unklar ist, auf welchem Mechanismus diese genetisch bedingte Disposition beruht.

Die Antwort auf diese Frage kénnte die Option fir praventive Malinahmen eréffnen.
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6 Zusammenfassung

Das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) gehort zur Gruppe der
Chromosomeninstabilitdtssyndrome und wird durch typische kraniofaziale Verénderungen,
milde bis moderate mentale Retardierung, Immundefizienz, chromosomale Instabilitdt und ein
erhdhtes Risiko fur die Entwicklung maligner Erkrankungen, v. a. von B-Zell-Lymphomen
charakterisiert. Das Syndrom wird durch hypomorphe Mutationen im NBN-Gen verursacht. Uber
90% der NBS-Patienten weisen die Mutation 657del5 auf, die auch als Grinder-Mutation oder
slawische Mutation bekannt ist. Die meisten Patienten sind slawischer Herkunft. In anderen
ethnischen Gruppen ist das Syndrom sehr selten.

Aufgrund vieler Ahnlichkeiten wurde das NBS lange Zeit als eine Variante der Ataxia
telangiectasia (AT), einer anderen Krankheit aus der Gruppe der chromosomalen
Instabilitdtssyndrome, betrachtet. Es ist bekannt, dass nicht nur AT-Homozygote sondern auch
Heterozygote ein erhohtes Risiko fur maligne Erkrankungen haben. Anhand dieser Parallelen
zwischen beiden Syndromen wurde postuliert, dass auch heterozygote Tréger fiir NBN-
Mutationen ein erhéhtes Krebsrisiko haben kénnten. Die bisherigen Studien hierzu an Patienten
mit verschiedenen malignen Erkrankungen ergaben jedoch widersprichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Bedeutung von NBN -Mutationen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) und
verschiedenen soliden Tumoren auf das Vorliegen der NBN-Mutationen 657del5 und R215W
untersucht und mit 1620 Kontrollen verglichen.

Fur die Gruppe der NHL-Patienten wurde eine statistisch signifikante Erhohung der Zahl der
657del5-Heterozygoten als auch aller Heterozygoten (657del5 + R215W) festgestellt. Des
Weiteren fanden wir ein statistisch erhohtes Risiko bei 657del5-Heterozygoten fur Lymphome
des gastrointestinalen Traktes.

Darlber hinaus untersuchten wir Tumorproben von zwei NBN-Heterozygoten und fanden keinen
Hinweis auf den Verlust des Wildtypallels (,,loss of heterozygosity®).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Riickschluss zu, dass der heterozygote NBN-Status mit
einem erhohten Risiko fir die Entwicklung von NHL und v. a. NHL des gastrointestinalen
Traktes einhergeht. Angesichts der groRen Haufigkeit der 657del5 Mutation (slawische
Grindermutation) in Osteuropa kommt diesem Befund eine erhebliche medizinische Bedeutung

ZU.
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