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Geleitwort

Die molekularen, insbesondere molekulargenetischen Ur-
sachen von Erkrankungen sind Gegenstand umfangrei-
cher multidisziplindrer Forschungsanstrengungen. Be-
reits seit ldngerem sind fiir eine Reihe von monogen erb-
lichen Erkrankungen diejenigen Gene identifiziert, deren
Mutation zu einem erhoéhten oder hohen Erkrankungs-
risiko fiihrt. Die Entwicklung von bioanalytischen Verfah-
ren, welche die Sequenzierung des Humangenoms mit
immer hoherer Prdzision und zu immer geringeren Kos-
ten erlauben, hat in den letzten Jahren die Hoffnung ge-
weckt, dass auch Erkrankungen mit komplexem geneti-
schem Hintergrund in derselben Weise verstanden wer-
den kénnen.

Der Weg solcher Erkenntnisse in den klinischen Alltag
ist weniger gradlinig, als Optimisten zuweilen erwartet
haben. Der Wissenszuwachs in der ,,molekularen Medi-
zin“ hat sich in den letzten Jahren durch die Grundlagen-
forschung enorm erweitert, immer neuere Ansdtze wer-
den generiert, eine rasante Spezialisierung findet statt.
Das Ziel ist die personalisierte Therapie. Der Kliniker ver-
liert rasch den Uberblick, aber auch der Grundlagenfor-
scher gleichermafSen schnell den Bezug zu den klinischen
Problemen. Aus diesem Dilemma sind die interdisziplindr
besetzten ,molekularen Tumorboards“ geboren, die an
immer mehr Standorten in Deutschland implementiert
werden, mit dem Ziel, das Wissen der Spezialisten wieder
zum Wohle der individuellen Patientin zu biindeln.

Unsere vertieften Kenntnisse von molekulargeneti-
schen Zusammenhdngen haben bereits heute eine hohe
klinische und praktische Relevanz - wir greifen nur die
Praimplantations- und Pranataldiagnostik oder die Onko-

logie heraus. Die ,molekulare Medizin“ ist in diesem Sinn
keine Zukunftsmusik, sondern hat bereits Einzug in den
drztlichen Alltag gefunden.

Das Wissen, dass BRCA1- und BRCA2-Mutationen mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu Brustkrebs und mit ho-
her Wahrscheinlichkeit zu Eierstockkrebs fiihren, beein-
flusst heutzutage direkt die Entscheidungsfindung in der
Pravention, aber auch Diagnostik und Therapie bei Pa-
tientinnen, die eine solche Genmutation tragen.

Sicher ist, dass in nicht allzu ferner Zukunft jeder
Mensch sein Genom (oder das seines Kindes) zu iiber-
schaubaren Kosten analysieren lassen kann. Die immer
héhere Zahl verfiigbarer und vergleichbarer Daten wird
zu einer neuen Bedeutung von molekularer Diagnostik,
von Vorhersage und Pravention von Erkrankungen fiih-
ren.

Im vorliegenden Buch unternimmt es ein herausragen-
des Team von Herausgebern und Autoren erstmals, den
molekulargenetischen Stand des Wissens fiir zahlreiche
Indikationen aus Geburtshilfe, Gyndkologie, Senologie
und gyndkologischer Onkologie in einheitlicher und
tibersichtlicher Weise zusammenzufassen. Es qualifiziert
sich damit als Wegweiser in diese Thematik, die kiinftig
einen groBen Anteil des klinischen Alltags einnehmen
wird.

Prof. Dr. Diethelm Wallwiener
Prof. Dr. Florin-Andrei Taran



Vorwort

Dieses Buch ist allen Patientinnen gewidmet, denen der
Fortschritt in der Vergangenheit geholfen hat, und denen,
fiir die der Fortschritt der Zukunft zu spat kam.

Liebe Leserin, lieber Leser,

das Wissen um die Entstehung, den Verlauf und die The-
rapie gyndkologischer Erkrankungen und geburtshilf-
licher Pathologien hat in den vergangenen Jahren durch
den Einsatz neuer molekularer Untersuchungsverfahren
einen grundlegenden Wandel erfahren. Dabei haben ins-
besondere moderne molekulare Untersuchungsmetho-
den im Hochdurchsatzverfahren, wie z.B. Genexpressi-
onsanalyse oder ,Next Generation Sequencing®, zu einem
Paradigmenwandel gefiihrt, so dass sich in Zukunft nicht
nur Forschungsstrategien, sondern auch therapeutische
Bemiihungen grundlegend verdandern werden. Zahlreiche
Erkrankungen werden somit nicht mehr als eine unifor-
me Krankheit angesehen, sondern kénnen in zahlreiche
molekulare Subgruppen unterteilt werden, die eine hohe
klinische Relevanz in Bezug auf Prognose, Pradiktion und
therapeutischen Ansatz besitzen. Daraus ergeben sich
neue spezifische Therapiestrategien, therapeutische Tar-
gets, aber auch neue Medikamente. Mit dem zunehmen-
den Verstdndnis um die Pathophysiologie der unter-
schiedlichen Erkrankungen werden auch Fortschritte in
der Diagnostik erreicht werden. Die Diagnostik wird da-
riiber hinaus in Zukunft in zunehmendem Mafe nicht
mehr durch invasive oder gar operative Methoden ge-
kennzeichnet sein, sondern durch molekulare Bild-
gebung: Hierdurch werden Erkrankungen sicher diagnos-
tiziert, lokalisiert und méglicherweise auch therapiert
werden kénnen.

All diesen Entwicklungen miissen wir uns stellen, un-
abhdngig davon, ob wir in Klinik oder Praxis tdtig sind.
Denn nur wer die Pathophysiologie versteht, kann die
Therapie auch optimal ausrichten und spezifische Neben-
wirkungen erfassen.

Dieses Buch soll helfen, einen Uberblick hinsichtlich
molekularer Grundlagen physiologischer und pathophy-
siologischer Vorgdnge zu schaffen, soll aber auch spezi-
fische Einblicke in Diagnostik und Therapie liefern und
damit eine Liicke schlief3en, die in vielen Lehrbiichern zu
beobachten ist. Ziel dieses Buches ist es dabei, das aktuel-
le Wissen in eine Sprache zu {ibersetzen, die es auch der
Leserin /dem Leser ermoglicht, Zusammenhdnge ohne
detaillierte molekulare Grundkenntnisse zu erfassen und
durch einpragsame Abbildungen verstiandlich zu machen.
Es gilt allerdings nicht nur, komplexe Zusammenhdnge
darzustellen, sondern immer auch ihre Bedeutung fiir
Diagnostik und Therapie zu beschreiben.

Wir hoffen, dass dieses Buch einen Beitrag darstellt, ein
modernes Verstindnis gyndkologischer und geburtshilf-
licher Erkrankungen zu férdern und molekulare Medika-
mente zu entwickeln, die gezielt mit einem minimalen
Nebenwirkungsspektrum in diese pathophysiologischen
Regelkreise eingreifen.

PD Dr. med. Cornelia Liedtke
Prof. Dr. med. Achim Rody

Liibeck, im Sommer 2016
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Kapitel 1

Einleitung




1 Einleitung

1.1 Evolution molekularer
Analysetechniken in Gyndko-
logie und Geburtshilfe

K. Brdutigam, F. Koster

1.1.1 Geschichtlicher Uberblick

Mitte des 19. Jahrhunderts fiihrten die Entdeckungen von
Gregor Mendel zu der Auffassung, dass die Ubertragung
von Eigenheiten von einer Generation zur ndchsten durch
die Weitergabe von genetischem Material erfolgt. Im sel-
ben Jahrhundert wurden die Chromosomen beschrieben
und 1910 von Thomas Hunt Morgan als Ubertrager der
Erbanlagen definiert. Gleichzeitig wuchs die Ansicht, dass
die genetische Vererbung nur {iber die Keimbahn méglich
ist und im Laufe des Lebens erworbene Eigenschaften
nicht vererbbar seien. Dass nur die Desoxyribonuklein-
sdure (DNA) und nicht Proteine als genetische Substanz
infrage kam, wurde von Oswald Avery 1944 bewiesen.
Nach der Regel von Edwin Chargaff von 1950 besteht die
DNA aus 4 Nukleotidbasen, und die Haufigkeit von Ade-
nin und Thymin sowie Cytosin und Guanin sind paarwei-
se gleich. 1953 postulierten James Watson und Francis
Crick eine Doppelhelix als Struktur der DNA.

Nach den Entdeckungen {iber die Beschaffenheit der
DNA wurden wichtige technische Grundlagen zur Ent-
wicklung der modernen Molekularbiologie geschaffen.
1969 wurden die bakteriellen Restriktionsenzyme ent-
deckt, mit denen die DNA an spezifischen Sequenzen
fragmentiert werden kann. Ein wichtiger Fortschritt war
1977 die Technik der DNA-Sequenzierung. Parallel ent-
wickelten Frederick Sanger die Desoxy-Methode sowie
Allan Maxam und Walter Gilbert eine auf DNA-Spaltung
beruhende Methode. Mit der Entwicklung der Polymera-
se-Kettenreaktion (PCR) durch Kary Mullis 1983 unter
Verwendung von thermostabilen Enzymen steht eine
Methode zur Verfiigung, mit der die Effizienz und die
Sensitivitdit der molekularen Diagnostik in allen Berei-
chen verbessert werden konnte.

Die molekulare Diagnostik analysiert pathogene Muta-
tionen in Proben von DNA oder RNA. Dadurch sollen
Krankheiten entdeckt und diagnostiziert werden, Prog-
nosen fiir die Patienten gestellt und die Wirksamkeit von
Therapien vorhergesagt werden. Zudem wird die moleku-
lare Diagnostik in der Frauenheilkunde und Geburtshilfe
bei der Prdimplantationsdiagnostik (PID) und in der Pra-
nataldiagnostik eingesetzt.

1.1 Molekulare Analysetechniken

1.1.2 Prdnatal- und Praimplanta-
tionsdiagnostik

Wenn bei Paaren mit Kinderwunsch nach vielen Ver-
suchen eine Schwangerschaft ausbleibt, kénnen moleku-
lare Ursachen vorliegen. Chromosomale Aneuploidien
beim Embryo fithren hdufig zu einem frithzeitigen Abort.
Seit 1989 ist die PID eine Mdglichkeit, Embryonen in vitro
zu untersuchen und geeignete Embryonen zu transferie-
ren [7]. Die PID ist nur im Rahmen einer reproduktions-
medizinischen Behandlung moglich, bei der mdoglichst
mehrere Eizellen pro Zyklus gewonnen werden, um sie in
vitro zu befruchten (1978). Die chromosomale Analyse
der Embryonen wird z. B. nach der Entnahme einiger Zel-
len des Trophoektoderms im Blastozystenstadium durch-
gefiihrt, wahrend die Embryonen weiter kultiviert wer-
den oder in der Zwischenzeit kryokonserviert sind. Bei
der molekularen Analyse von embryonalen Zellen konnen
chromosomale Aberrationen und genetisch pathologische
Pradispositionen, die vom elterlichen Genom abstammen,
erkannt werden. Diese Untersuchungen werden mit dem
Ziel durchgefiithrt, mit geeigneten Embryonen eine
Schwangerschaft zu erzielen.

Die rechtlichen Grundlagen der PID unter Beriicksich-
tigung ethischer Aspekte wurden in Deutschland durch
die Novellierung des Embryonenschutzgesetzes im Jahre
2011 geregelt. Fiir die Durchfiihrung einer PID ,,...bedarf
es des hohen Risikos einer schwerwiegenden Erbkrank-
heit oder der hohen Wahrscheinlichkeit einer Tot- oder
Fehlgeburt gemdR §3a Il ESchG“. Zudem ist die schriftli-
che Einwilligung der Frau nach umfassender Aufklirung
und Beratung sowie die Zustimmung einer interdiszipli-
ndr zusammengesetzten Ethikkommission vonnéten.

Techniken

Untersuchungen wdhrend einer Schwangerschaft werden
an embryonalen Zellen durchgefiihrt, die aus einer Am-
niozentese (1966) oder einer Chorionzottenbiopsie
(1983) sowie durch die Punktion der Nabelschnur
(1990) gewonnen werden konnen. Diese Methoden sind
jeweils mit einem Abortrisiko verbunden. Heutzutage
kann mit aktuellen hochsensitiven Methoden auch DNA
aus fetalen Zellen oder frei zirkulierende DNA untersucht
werden, die zu einem geringen Anteil im miitterlichen
Blut zu finden ist.

Die Techniken zur Entdeckung genetischer Erkrankun-
gen eines Kindes fiir Schwangere haben sich in den letz-
ten Jahrzehnten stetig weiterentwickelt.

Hin Tijo und Albert Levan belegten 1956 die exakte An-
zahl der menschlichen Chromosomen mit 46 - bestehend
aus 22 Autosomenpaaren sowie den geschlechtsbestim-
menden Gonosomen XX (weiblich) oder XY (mannlich) -
und legten die Basis fiir die klassische Zytogenetik. Mit
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der Trypsin-Giemsa-Bandenfirbung Anfang der 1970er
Jahre gelang es, die Chromosomen und ihre Abschnitte
mit einer Auflésung von 4-10 Megabasen im kondensier-
ten Zustand wahrend der Metaphase zu identifizieren.

In den 1980er Jahren wurde es mit der Einfiihrung der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) moglich,
Chromosomen farblich darzustellen, und seit 1999
erlaubt die Methode des ,,Multicolor Banding* auch klei-
nere chromosomale Abschnitte anhand der Farbungen
erkennbar zu machen. Dazu werden Fluorochrom-mar-
kierte DNA-Sonden mit Metaphasenprdparaten auf Ob-
jekttragern hybridisiert. In der praktischen Anwendung
konnen numerische Aberrationen detektiert werden, zu
denen lebensfihige Aneuploidien wie die Trisomie 21
gehoren oder zumeist letale Monosomien, die den Verlust
eines Chromosoms aufweisen bzw. letale Polyploidien
mit der Vervielfachung des gesamten Chromosomensat-
zes. Auch Duplikationen, Deletionen, Inversionen und
Translokationen innerhalb und zwischen den Chromoso-
men kénnen mit der modernen FISH-Technik effizient
detektiert werden.

Eine hohere Auflosung bei der chromosomalen Diag-
nostik bietet die vergleichende genomische Hybridisie-
rung (Comparative genomic Hybridization, CGH; 1992).
Fiir diese Methode werden die zu untersuchende DNA
und eine gesunde Kontroll-DNA mit unterschiedlichen
Farben markiert. Bei der kompetitiven Hybridisierung der
2 gefirbten DNAs mit einem Kontrollgenom werden
Aberrationen erkannt, wenn in betroffenen Bereichen
eine der Farben iiberwiegt. Bei einer Array-CGH werden
die beiden DNAs an immobilisierte Oligonukleotide auf
der Glasoberfliche eines Objekttragers hybridisiert. Bei
entsprechend hoher Anzahl kénnen die Oligonukleotide
das gesamte Genom reprdsentieren [16].

Bei einem nicht invasiven Prdnataltest zur Entdeckung
von Trisomie 21 aus zellfreier fetaler DNA im miitterli-
chen Blut wird eine Next-Generation-Sequencing (NGS)-
Methode verwendet. Bei dieser Methode wird ein statis-
tischer Vergleich der Mengen von miitterlichen und feta-
len DNA-Abschnitten fiir Chromosom 21 durchgefiihrt
und fiihrt im Falle einer Abweichung zum Verdacht auf
eine Trisomie 21 [24].

Monogenetische Erkrankungen mit bekannten Se-
quenzabweichungen kénnen in der PID und der Prdnatal-
diagnostik erkannt werden. Hdufig untersuchte Pradis-
positionen fiir schwerwiegende Krankheiten sind Muko-
viszidose, spinale Muskeldystrophie, Chorea Huntington,
fragiles X-Syndrom und myotone Dystrophie. Ein Grenz-
fall in der Diskussion um die Ethik bei der Pranataldiag-
nostik ist die Untersuchung von Mutationen in den Ge-
nen BRCA1 und BRCA2, welche ursdchlich fiir ein fritheres
Auftreten von familiar bedingtem Brust- und Eierstock-
krebs sein konnen. Diskutabel ist, ob in diesen Féllen eine
Pradisposition zu einer schwerwiegenden Krankheit vor-
liegt, weil ungewiss ist, wann die Erkrankung eintrifft
und ob sie das Leben bedroht.

Traditionelle Nachweismethoden fiir monogenetische
Krankheiten mit Punktmutationen sind die Restriktions-
Fragment-Ldangen-Polymorphismus (RFLP) oder PCR-ba-
sierten Techniken. Heute wird fiir die Aufklirung von
Mutationen i.d.R. die automatische DNA-Sequenzierung
eingesetzt. Diese Methode bietet eine hohe Genauigkeit
in der Analyse bekannter monogenetischer Ursachen,
ist jedoch ein relativ aufwendiges Verfahren. Eine
Sequenzierung mit NGS wird aufgrund der Hochdurch-
satzfdhigkeit in Zukunft die effizientere Methode darstel-
len. Insbesondere kénnen mit NGS Krankheiten besser
untersucht werden, fiir die eine Vielzahl von verdnderten
Genen ursdchlich ist.

1.1.3 Molekulare Diagnostik in der
Onkologie

Die Entstehung von Tumoren vollzieht sich nach dem im
Jahre 2000 publizierten Modell von Hanahan und Wein-
berg [6] aus einem logischen Netzwerk von 6 notwendi-
gen Stufen zelluldrer Fehlentwicklung. Die 6 Stufen beru-
hen auf zahlreichen genetischen Punktmutationen, ge-
folgt von chromosomalen Verdnderungen. 2011 wurde
das Modell um die 4 Punkte Energiehaushalt, Entziin-
dung, Abwehr einer Immunantwort sowie die genomi-
sche Instabilitit und Mutationen erweitert [5]. Die geno-
mische Instabilitdit und Mutationen sind im Verlauf der
Tumorgenese die treibende Kraft. Mutierte oder verdn-
dert exprimierte ,Driver“-Gene bewirken dabei einen se-
lektiven Wachstumsvorteil. Diese Mutationen betreffen
die 3 Kernprozesse, die das Zellwachstum regulieren:
Zelldifferenzierung, Zelliiberleben und Aufrechterhaltung
der genomischen Stabilitit [26]. In genomweiten
Sequenzanalysen wurden fiir bestimmte Tumoren die
charakteristischen Anzahlen proteinverindernder Muta-
tionen identifiziert. In Mammakarzinomen wurden
durchschnittlich 33, in Ovarialkarzinomen 42 und in En-
dometriumkarzinomen 49 solcher Mutationen ermittelt
[26].

Somatische Mutationen fithren zu Proteinen mit verdn-
derter Aminosduresequenz, die als immunogene Anti-
gene wirken und somit das Immunsystem aktivieren
konnen. Kirzlich wurde beschrieben, dass eine Immun-
therapie mit PD-1-Antikérpern (Programmed-Cell-De-
ath-1-Antikérpern) zur Blockade der Interaktion des
PD-1-Rezeptors mit seinem Liganden PD-L1 nur bei Tu-
moren mit defektem Mismatch-Reparaturmechanismus
wirkt. Eine mogliche Erkldrung ist, dass aufgrund der
stark erhdhten Mutationsrate in Mismatch-Reparatur-de-
fizienten Tumoren die Neo-Antigen-Erkennung durch das
Immunsystem verstdrkt auf verdnderte Proteine reagiert
[11].

Bei der onkologischen Diagnostik bilden daher die De-
tektion von Mutationen in Form von Punktmutationen
oder chromosomalen Verdnderungen unter Einsatz einer
Vielzahl molekularbiologischer Techniken die Grundlage
fiir die Diagnose, Prognose und Therapie von Tumoren.



