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2. Literaturibersicht
2.1. Molekulargenetische Grundlagen
2.1.1. Organisation des Genoms des M enschen

Bel eukaryoten Organismen wird de genetische Information in Form von
Desoxyribonucleinsdaure (DNA) gespeichert. Die DNA-Molekile befinden sich beim
Menschen in den Chromosomen des Zellkerns und in den Mitochondrien (Abb. 2.1.). Die
somatischen Zellen des Menschen enthalten einen diploiden Chromosomensatz, das snd
22 mit naheau identischen DNA-Sequenzen ausgestattete Chromosomenpaae
(Autosomen) und zuzlglich entweder zwei X-Chromosomen im weiblichen Geschledt
oder ein X- und ein Y-Chromosom im ménnlichen Geschledt (Karyotyp 46 XX bzw.
46, XY). Demgegeniber besitzen die haploiden Gameten (Spermien und Eizdlen) nur halb
s0 viele Chromosomen (PASSARGE, 1994).

Genom des Menschen

Kerngenom Genom der
3000Mb Mitochondrien
6500680000Gene 16,6 kb; 37 Gene
~30% | tow
Gene sowie ver- DNA auf¥er- 2 rRNA- 22 tRNA- 13 Gene, die Paly-
wandte Sequenzen halb der Gene Gene Gene peptide mdieren
~10%)| 9% | ~80% ~20%
codierende nichtcodierende einmal oder sdlten mittel bis sark
DNA DNA vorkommend repetitiv
Pseudogene Gen- Introns, tandemformige verstreut
fragmente untrandatierte oder gedusterte liegende
Sequenzen Wiederholungen Wiederholungen
Satellit en- Minisatel- Mikrosatel- kurze Elemente lange Elemente
DNA liten-DNA liten-DNA (z.B. Alu) (z.B. Kpn)

Abb. 2.1: Organisation des Genoms bem Menschen in Anlehnung an STRACHAN und READ
(1996
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2.1.2. Mikrosatellitenmarker und deren Bedeutung

Das Kerngenom des Menschen enthdt eine grofe Menge hochrepetitiver DNA-
Sequenzfamilien. Direkte, tandemférmige Wiederholungen einer DNA-Sequenz kénren je
nach der GrofRe der Wiederholungseinheiten in drel Hauptklassen eingeordnet werden:
-die Satelliten-DNA, die aus sehr langen Folgen tandemformiger Wiederholungen mit
einer einfachen kis mittelkomplexen repetitiven Einheit besteht; -die Minisatelliten-DNA,
die durch eine Ansammiung mittelgroRer Folgen wvon Sequenzwiederholungen
gekennzachnet ist; und schlie@lich die Mikrosatelliten-DNA, die kurze Folgen direkt
repetitiver Einheiten enthdlt (SINGER, 1982. Mikrosatelliten bestehen aus Sequenz-
wiederholungen von einem bis vier Nukleotiden und sind insgesamt oft kirzer as 150
Basenpaae. Befinden sich Mikrosatelliten in DNA-Abschnitten, deren Sequenz bekannt
ist, sogenannter sequenz-markierter Stellen (sequence-tagged-sites, STSs), lasen sich
daraus Marker kongtruieren. Diese Mikrosatellitenmarker (Abb. 2.2. und 23.) stellen durch
ihren ausgeprégten Polymorphismus ein  wichtiges genetisches Markersystem dar
(PASSARGE, 1994.

1 agctccaad ttacdadg catcctegtt adtaaas&cA CACACACACA CACACACAC A
61 CACACACACA CACACACA ga aagccqgtt tccaa#ctt taaactigg getnagatgt

121 acaaéctga agatatgetc caagaada actggctgg ggtgatget cagcagea dcccaca
191 tttgggegac @aggggaat ggatcadtn aggttcgaga ccagicctgge caactggtg aaacccegtc

261 tctadnaaa tacaaadatagcogggeg tggtggtgca cactgtaa nccagct

Abb. 2.2: Sequenz des Mikrosatellitenmakers D17S1813 - Fur die Amplifikation mittdls PCR
werden de unterstrichenen Sequenzbereiche als Primer verwendet.

Abb. 2.3: Darstdlung eines Mikrosatellitenmarkers (D17S789), der unter Anwendung der PCR-
Technk amplifiziet wurde - Die Verwendung fluoreszenzmarkierter Primer ermddicht die
Detektion mit Hilfe automatisierter Verfahren (hier mittels ABI-373 Sequenzierautomaten). Die
beiden Hauptspitzen (peaks) entsprechen dem maternalem und dem paternalem Alld (A und B).
Die links davon befindichen, kleineren Nebenspitzen sind Pseudcellele, die dadurch entstehen, dal3
die Tag-Polymerase bei der PCR Fehler bei der Amplifikation der repetitiven Sequenz macht.
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2.1.3. Intrazelluldrer Proteintransport
2.1.3.1. Aktiver Transport karyophiler Proteinein den Zellkern

Der Transport von Molekilen zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma efolgt durch
nukle&e Poren (nuclear pore complex, NPC), das snd komplexe Proteinstrukturen in der
Zellplasma-Membran, die aus 60 bis 100 Proteinen bestehen und ein Molekulargewicht
von ca 1.24 x 10° D besitzen (AKEY, 1989 REICHELT et a., 1990. Wahrend kieine
Molekile bis zu 70 KD und lonen die Poren mittels Diffusion frei passeren konnen, stellt
der Transport grofRerer Molekile und der meisten rukleden Proteine @nen energie-
abhéngigen Prozel3 dar (PAINE et al., 1975. Der aktive Import karyophiler Proteine in den
Zellkern bedingt das Vorhandensein kurzer Aminosauresequenzen, sogenannter nuclear
localisation signals (NLS), und erfolgt in mindestens zwel Schritten (AKAY und
GOLDFARB, 1989; NEWMEYER und FORBES, 1988. Der erste Schritt besteht aus
einem energieunabhéngigen Anlagern des Substrates an ruklede Rezeptoren und der
zweite, energieverbrauchende Schritt ist die Trandokation des Molekil-Rezeptor-
Komplexes durch die nukle&en Poren (RICHARDSON et al., 1997). Das am besten
charakterisierte NLS besteht aus einer kurzen Abfolge basischer Aminosauren, die in
einfacher Form (PKKK RKYV), zum Beispiel im Tumor-Antigen des Affen-Sarkom-Virus
(SV40), oder in geteilter Form (KRPAATKKAGQAKKK ), zum Beispied im
Nucleoplasmin, vorkommt (DINGWALL und LASKEY, 1991). In den letzten Jahren
wurden weitere Signalvarianten identifiziert, so zum Beispiel die NLSs von c-myc
(MAKKERH et a., 1996, einem Onkogen, das beim Burkitt-Lymphom eine zaitrale
Rolle spielt, oder das NP-Protein des Influenza-Virus (WANG et al., 1997).

Die Erkennung der NLS-Motive im Cytoplasma und die nachfolgende Anlagerung der zu
transportierenden Proteine  an  die Kernmembranoberflache wird duch einen
Proteinkomplex gewéhrleistet, der aus zwel Untereinheiten besteht. Die a-Untereinheit
(Karyopherin-a / Importin-a) besitzt ein Molekulargewicht von ca 50-60 kD und gehort
Zu einer grolen Proteinfamilie, die fur die direkte NLS-Erkennung und -Anlagerung
verantwortlich ist und bei verschiedenen Spezes identifiziert wurde (Tab. 2.1., S. 13). Die
B-Untereinheit (Karyopherin-B / Importin-£) ist ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 97 kD und ist verantwortlich fur die Interaktion des Substrat-NLS-Rezeptor-
Komplexes mit dem NPC (CHI et al., 1995 GORLICH et al., 1995 MOROIANU et al.,
1995.
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Die direkte Bindung an Proteine des NPC wurde nachgewiesen (RADU et a., 1995 a).
Dieser B-Faktor wurde ébenfalls bel verschiedenen Spezes charakterisiert (Tab. 2.1.).

Tab. 2.1: Aufstdlung der bekannten Importin a- und -B-Homologe mit Einordnung in varhandene

Subfamilien, Spezieszugehdrigkeit, fortlaufender Nummerierung, genauer Bezeichnung und

Referenz
Importin- Importin- | Spezies Nr | Bezeichnung Referenz
Familie Subfamilie .
Alpha- SRP1- Homo sapiens 1 | SRP1; Corteset al., 1994
Untereinheit | dhnlich NPI-1 O'Nelll et al., 1995
2 | Importin-06 Kohler et al., 1997
Musmusculus | 3 | SRP1; a-S1 Weset al., 1995
4 |m-importina-S2 | Tsuji et al., 1997
Saccharomyces | 5 | SRP1 Yanoet al., 1992
cerevisiae
Arabidopsis 6 | TIOM13.16 KoHer et al., 1997
thaliana 7 | KAP-a, aMPa Hickset al., 1996
Qip1- Homo sapiens 8 |Qipl Seki et al., 1997
ahrlich 9 |Importin-04 Kohler et al., 1997
Mus musculus | 10 | m-importin a-Q1 | Tsuji et al., 1997
11 | m-importin a-Q2 | Tsuji et al., 1997
Caenorhabditis | 12 | F12E10.4 Koher et al., 1997
eegans
Rchi- Homo sapiens | 13 | Rchil; Cuomo et al., 1994
ahrlich hSRP1a Weiset a., 1995
Mus musculus | 14 | m-pendulin,a-P1 | Imamoto et al., 1995
Xenopuslevis | 15 | importin o Gorlich et al., 1994
Drosophila 16 | OHO31 Torok et al., 1995
melanogster 17 | penaulin Kiss und Frasch,
1995
sonstige Homo sapiens | 18 | hNSRP1y Nachury et al., 1998
Caenorhabditis | 19 | F16B1.3 KoHer et al., 1997
elegans 20| T19B10.7 Koher et al., 1997
Beta- Homo sapiens 1 |Karyopherin 3 Radu et al., 1995b
Untereinheit Xenopus levis 2 | Importin 3 Gorlichet al., 1995
Homo sapiens 3 |p97 Adam und Adam, 1994
Chi et al., 1995
Musmusculus | 4 [PTAC 97 Imamoto et al., 1995
5 | Kap95p Enenkd et al., 1995
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Fur den Transport des Protein-Rezeptor-Komplexes durch den NPC sind zwel weitere
Faktoren motwendig. Zum einen die GTPase Ran, die durch die Hydrolyse von
Guanosintriphosphat (GTP) die notwendige Energie bereitstellt (MOORE und BLOBEL,
1993 MELCHIOR et a., 1993 und zum anderen ein Protein namens pl0 oder NTF2
(nuclear transport factor 2), das als Katalysator fur die GTP-Hydrolyse wirkt (MOORE
und BLOBEL, 1994 PASCHAL und GERACE, 1995.

Ein charakteristisches Merkmal des Ran-Systems ist eine asymmetrische Vertellung der
Komponenten in der Zelle. Ran liegt im Zelkern in relativ hoher Konzentration vor
(BISCHOFF und POSTINGL,199]). Das chromatingebundene Enzym RCCL (regulator of
chromosome condensation 1) (OHTSUBO et al., 1989 ist fur die Umwandlung von GDP
in GTP verantwortlich und bedingt dadurch einen intranukle&ren Konzentrationsanstieg
von Ran-GTP (BISCHOFF und POSTINGL, 199]). Im Gegensatz dazu befinden sich das
RanGTPase-aktivierende Enzym RanGAPl (GTPase-activating protein) (FLOER und
BLOBEL, 1996 und das diesen Proze? katalyserende RanBP1 (Ran-binding protein)
(BISCHOFF et d., 1995 COUTAVAS et a., 1993 RICHARDS et a., 1995 im
Cytoplasma (HOPFER et al., 1990 RICHARDS et a., 1996 und fuhren dort zu einer
erheblichen Verringerung der Ran-GTP Konzentration. Ran-GTP geht eine spezfische
Bindung mit Importin 3 ein (CHI et al., 1996 PASCHAL et a.,1996, was im Zellkern zu
einer Spaltung der Importin a-B-Verbindung filhrt (GORLICH et a., 1996 REXACH und
BLOBEL, 1995, die wahrscheinlich durch eine Konformationsdnderung des Importin 3
hervorgerufen wird (KUTAY et a., 1997. Da das abgespaltene Importin a seine hohe
Affinitat zum NLS verliert (GORLICH et a., 1996 REXACH und BLOBEL, 1995, wird
letztendlich auch die Protein-Importin Bindung gelost.

Der Proteinimport endet somit mit der Spaltung des Substrat-Rezeptor-Komplexes, wobel
das importierte Molekiil im Nukleoplasma verbleibt (GORLICH et a., 1996 und de
beiden Importin-Untereinheiten ins Cytoplasma aurlcktransportiert werden missen (vgl.
Kap. 2133, S. 17). Eine Zusammenfasaung des importinabhéngigen Transportes
karyophiler Proteine in den Zellkern ist in der Abbildung 24. auf der Seite 16 gaphisch
dargestellt.
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2.1.3.2. Rucktransport der Rezeptoren ins Cytoplasma

Nach Spatung des Substrat-Rezeptor-Komplexes gelangen die beiden Importin-
Untereinheiten getrennt voneinander zuriick ins Cytoplasma (GORLICH et al., 1996
WEIS et al., 1996. Fur den separaten Ricktransport gibt es mehrere Hinweise. Zum einen
wird Importin B schreller as Importin o re-exportiert (GORLICH et a., 1995
MOROIANU et. a., 1995. Zum anderen wird der aminoterminale Abschnitt des Importin
a, der fur die Bindung mit dem Importin B notwendig ist, zwar flr den Transport in den
Zellkern bendtigt, jedoch nicht fir den Ricktransport ins Cytoplasma (GORLICH et .,
1996 WEIS et a., 1996. Aul3erdem wird eine aneute stabile Bindung der Importin a- mit
der B-Untereinheit durch die hohe intranuklede RanGTP-Konzentration werhindert.
Der Importin a- Rucktransport ist im Gegensatz zur Importin 3- Ausschleusung nicht von
einer relativ hohen RanGTP-Konzentration im Zellkern abhéngig (KOEPP et a., 1996
GORLICH et a., 1997). Sowohl die a- as auch die B-Untereinheit werden in Form eines
Importin-Ran-GTP Komplexes aus dem Nukleus ausgeschleust, wobei fir den Importin a-
Export ein weiteres Protein namens CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility gene), welches
urspringlich mit der Apoptose und Zellproliferation in Zusammenhang gebradt wurde
(BRINKMANN et a., 1995 wd 1996, notwendig ist (KUTAY et a., 1997 a). Im
Cytoplasma wird das GTP durch die Anwesenheit des GTPase &tivierenden Proteins
(RanGAP1) und des RanBP1 zu GDP hydrolysiert, was zu einer Freisetzung der jeweiligen
Importin-Untereinheit  fihrt (GORLICH et d., 1996 KUTAY et a. 1997 b;
LOUNSBURY und MACARA, 1997 und de Rezetoren fir einen erneuten
Proteintransport zur Verfigung stellt. Die Abbildung 24. auf der Seite 16 stellt unter
anderem eine Zusammenfasaung der Vorgange des Importinriicktransportes in das

Cytoplasma dar.
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Nucleus
(high RanGTP)

Abb. 2.4: Darstellung des Importin a/p- vermittelten Transportes karyophiler Proteine vom
Cytoplasmain den Zellkern (in Anlehnurg an GORLICH, 1999

(1) Der erste Schritt ist die Anlagerung des Proteins Uber desseen NLS an de a-Untereinheit des
Importin a/B- Heterodimers. (2) Der Importin-Substrat-Komplex verbindet sich Uker die -
Untereinheit mit einem cytoplasmatischen Rezeptor des NPC. (3) Bedingt durch de relativ hohe
intranuk e&re RanGTP-Konzentration erfolgt der Transport des Heterotrimers durch den NPC in den
Zellkern. (4) Die Trennurg der Importin a-B-Bindurg erfolgt durch ein drektes An-lagern von
RanGTP an de B-Untereinheit, (5) in dessen Folge sich schliefflich auch die Importin a/ Protein-
Verbindurg 6st.

(6) Importin a wird in Form eines RanGTP/CAS/ Importin a- Komplexes gebunden und(7) in desem
Zustand aus dem Zell kern zuriick ins Cytoplasma transportiert. (8) Im Cytoplasma verursacht RanBP1
die Diswziation von RanGTP vom RanGTP/CAS/Importin a- Komplex. Die Irreversibilit & dieser
Red&tion ist durch de RanGAP1 hedingte GTP-Hydrolyse bedingt. (9) Infolge des Verlustes des
RanGTP verliert das CAS seine hohe Affinitét zum Importin o, was letztendli ch zu einer Spaltung der
CAS/Importin a- Bindurg fuhrt. (10) Das freie Importin o bil det mit dem ebenfall sdurch RanGTPins
Cytoplasma zurticktransportierte Importin 3 erneut ein Heterodimer, welches die Vorausstzung fur
einen neuen intranukle&en Proteintransport darstellt.

RanGTP
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2.1.3.3. Bedeutung und Aufbau desKaryopherin Alpha 2 Gens

Das KPNA2-Gen transkribiert eine mRNA mit einer Lange von ca 2 kb, wobei nur die
Nukleotide 133 bis 1722trandatiert werden. Es kodiert ein 529 Aminosiuren umfassendes
Protein mit einem Molekulargewicht von 57.8 kD (WEIS et a., 1995 CUOMO et 4.,
1994). Dieses Eiwell3, welches als hSRP1a (WEIS et al., 1995 oder Rchl (CUOMO et al.,
1994 bezachnet wird, gehort zu einer groflen Proteinfamilie, deren Mitglieder fur die
direkte NLS-Erkennung und —Anlagerung verantwortlich sind (vgl. Kap. 2.1.3.1., S. 12)
und bei verschiedenen Spezes identifiziert wurden (Tab. 2.1., S. 13). Die Importin a-
Homologe besitzen prinzipiell den gleichen Aufbau und bestehen auf Proteinebene aus
einer hydrophilen N-terminalen Region, einer hydrophoben zentralen Region und einer
kurzen hydrophilen C-terminalen Region. In der N-terminalen Region befindet sich die
hoch konservierte Importin-3 bindende Doméne (IBB domaine), die aim Beispiel beim
hSRP1a/ Rchl de esten 65, vorwiegend basischen, Aminosduren umfaldt (WEIS et al.,
1996. Die IBB-Domane ist sowohl fir die Bindung des NLS-Importin-a-Komplexes an
die Importin B-Untereinheit als auch fir den nukled&en Proteintransport notwendig
(GORLICH et al., 1996 WEIS et a., 1996. Die zeatrale Region enthalt Sequenz-
wiederholungen des ,,Arm Motivs‘, das zuerst im Drosophila armadillo Gen identifiziert
wurde (RIGGLEMANN et a., 1989. Im hSRPla/ Rchl befindet sich die Region
zwischen den Aminosauren 112 wnd 455 und ist durch adcht Wiederholungen des 43
Aminosauren umfassenden Motivs gekennzeichnet (PFEIFER et al., 1994 YANO et a.,
1994).

2.1.4. Physkalische Kartierung

Die Kenntnis der chromosomalen Lokalisation eines Gens ist eine der Voraussetzungen fir
die genetische Diagnostik und besitzt somit unmittelbare medizinische Bedeutung
(PASSARGE, 1994). Die Fedstellung der chromosomalen Lage von Genloci
(Genkartierung) verfolgt zwei prinzipielle Ziele (STRACHAN und READ, 1996):
1. Eswerden die Grundlagen fur die Analyse der Funktion von Genen hinsichtlich
ihrer biologischen Bedeutung (z.B. Tumorentstehung) geschaffen.
2. Die Genkarten ermdglichen den Vergleich des Genoms und homologer Gene bei

verschiedenen Organismen zur Aufklarung evolutiondrer Bezehungen.

17



Literaturiibersicht

Die Zuordnung eines DNA-Fragmentes zu einem bestimmten Chromosom geschieht
haufig unter Verwendung somatischer Hybridzdlen, die ais der Fusion wvon Zellen
menschlicher Herkunft und Nagetierzdlen entstehen und als Ergebnis in der Regel
mehrere Chromosomen des Menschen enthalten (ABBOTT und POVEY, 1997).

Das Human Genome Project ist ein internationales Vorhaben, dessen Ziel die vollstandige
Beschreibung des Genoms des Menschen mit Hilfe der DNA-Sequenzierung ist
(ENGEL, 1993 OLSON, 1993. Die Isolierung von Klonen, die DNA des Genoms und
cDNA enthalten, ist der erste Schritt zur Konstruktion hochauflésender genetischer und
physikalischer Karten, die wiederum die Grundlage fur die exdglitige Karte, die
vollstandige Sequenz des Genoms, hilden. Die DNA-Fragmente werden durch partielle
Spaltung von genomischer DNA mittels chemischer (Restriktionsendonucleasen) oder
physikalischer Methoden erzeugt und in Bakterien (E. coli) kloniert und besitzen, je nac
verwendetem Klonierungsvektor, verschiedene Grofien (Tab. 2.2.). Mit Hilfe der PCR-
Tedhnk (vgl. Kap.2.15., S .19 und uiter Verwendung von Markern aus
sequenzmarkierten Stellen (STS-Marker) konnen sogenannte Klon-Contigs erstellt werden
(PASSARGE, 1994). Ein Klon-Contig besteht aus einer lineaen Folge von DNA-Klonen
mit Uberlappenden Insertionsfragmenten.

Tab. 2.2: Zur Klonierung von DNA-Fragmenten verwendete Vektoren mit Angaben zur Grof3e der
Fragmente in Anlehnung an STRACHAN und READ (1996

Klonierungsvektor GrolRe der klonierbaren DNA in Kil obasen
ki che Plasmide mit hoher K opienzahl his10
Insertionsvektor des Bakteriophagen A his10
Cosmide 30 bs44
Bakteriophage P1 70 bs 100
PAC (kunstliches P1-Chromosom) 130 bs 150
BAC (kunstli ches Bakterienchromosom) his 300
YA C (kiinstliches Hefechromosom) 200 lvis 2000(enthalten ot Fragmente
von unterschiedlichen Chromosomen)

18
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Zur Kongtruktion genomischer DNA-Banken, aus denen sich mittels verschiedener
Screening-Verfahren Klon-Contigs erstellen lasen, werden die DNA-Fragmente
vorwiegend in klstlichen Hefedromosomen (yeast artificial chromosomes, YACS)
(SCHLESSNGER, 1990, kinstlichen Bakterienchromosomen (bacterial artificial
chromosomes, BACs) (SHIZUYA et a., 1992 oder Bakteriophagen P1l-abgeleiteten
kunstlichen Chromosomen (P1 artificial chromosomes, PACs) (STERNBERG, 1992
IOUANNOU et al., 1994 IOUANNOU und de Jong, 1996 kloniert.

2.1.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) und DNA-Sequenzierung

1985 entwickelte Kary Mullis die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) (SAIKI
et a., 1985 und erhielt dafir 1993 an Nobelpreis fir Chemie. Die PCR it eine in vitro-
Methode der Nukleinsauresynthese, mit der man definierte Ziel-DNA-Sequenzen eines
bestimmten Ausgangsmaterials <hnell und selektiv vervielfdltigen kann (MULLIS et al.,
1986 MULLISund FALOONA, 1987 MULLIS, 1990.
Fur die Konstruktion zweier Oligonukleotidprimer bendtigt man Sequenzinformationen
Uber den Ziel-DNA-Bereich. Wenn man diese 15-30 Nukleotide-umfassenden Primer zu
einer denaturierten DNA gibt, binden sie spezfisch an komplementére Sequenzen, die die
gesuchte DNA-Region einrahmen. Beim Vorhandensein einer hitzestabilen DNA-
Polymerase sowie der vier Desoxynucleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP
kann die Synthese neuer DNA-Strange starten. Die synthetiserten DNA-Stréange sind
dabel komplementér zu den einzdnen Strangen der gesuchten Ziel-Sequenz. Die PCR ist
eine Kettenredktion, bei der die neu synthetisierten DNA-Strange in den folgenden Zyklen
as Matrize dienen. In 30 Zyklen werden zusétzlich zur Ausgangs-DNA etwa 10° Kopien
der spezelen Ziel-DNA synthetisert. Die Redktion besteht aus 20-40 aufeinander-
folgenden Zyklen mit jeweils 3 Schritten:
1 Trennung der DNA-Strange durch Erhitzen auf 93-95°C
2 Spezfisches Anlagern der Primer durch Abkuhlung auf 50-70°C;
Die Temperatur ist von der Schmelztemperatur der jeweiligen Primer
abhéngig, die sich nach folgender Gleichung beredhnen 1a03t:
[(Anzahl von A+T) x 2°C+ (Anzahl von G+C) x 4°C] (SUGGS et al., 1981).
3. DNA-Synthese durch Einsatz dner hitzestabilen DNA-Polymerase bei einer
Temperatur von etwa 70-75°C - Die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus
(SAIKI et al., 1988 wird am haufigsten fir die PCR verwendet.
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In friherer Zeit verwendete man fir die DNA-Sequenzierung haufig chemische Verfahren
(Maxam-Gilbert-Tedhnk), die aif einer basenspezfischen Modifikation und der
anschlieRenden Spaltung der DNA beruhen (MAXAM und GILBERT, 1977). Heutzutage
erfolgt die DNA-Sequenzierung haufig mit Hilfe aner enzymatischen DNA-Synthese
(Sanger-Methode) in  Gegenwart basenspezfischer Didesoxynucleotide, die @nen
Kettenabbruch bewirken (SANGER et a., 1977. Die synthetiserten Einzdstrange
unterschiedlicher Lange werden auf denaturierenden Polyaaylamidgelen aufgetrennt und
mittels unterschiedlicher Detektionsverfahren analysiert. Dabel kommen immer haufiger
Fluoreszenzmarkierungsverfahren  (Verwendung  fluoreszenzmarkierter ~ Didesoxy-
nucleotide oder fluoreszierender Primer) und automatisierte Nadweisg/steme
(Sequenzierautomaten) zum Eisatz (WILSON et al., 1990.

2.2. Tumorgenetische Grundlagen
2.2.1. Kolorektales Karzinom
2.2.1.1. Vorkommen und Bedeutung

Das kolorektale Karzinom ist die haufigste Todesursache unter Nichtrauchern in
westlichen Industriestagen. Bei einer steigenden Inzidenz besteht gegenwaértig eine
5-Jahres-Uberlebenszet von unter 40 % (SCHERNECK und KOLBLE, 1998.
Dickdarmkrebs tritt in den meisten Féalen sporadisch auf, wenngleich eine Rehe
genetischer Syndrome mit Uberwiegend autosomal-dominantem Erbgang beschrieben

wurden, deren Ursachen zu kolorektalen Karzinomen disponieren.

2.2.1.2. Mehrschrittkanzerogenese beim kolorektalen Karzinom

Das Spektrum der molekularen Verdnderungen und die Haufung in einzdnen Stadien der
Tumorentwicklung haben zu einem Model der Mehrschrittkanzerogenese beim
kolorektalen Karzinom gefiihrt (FEARON und VOGELSTEIN, 1990. Danad reicht der
konsgtitutionelle Verlust einer Kopie des APC-Gens (GRODEN et al., 1991 JOSLYN et
a., 1991 auf dem Chromosom 5021 duich eine somatische oder eine germinale Mutation
aus, um im Dickdarm proliferative Epithelveranderungen entstehen zu lasen. Der
Ubergang zum Adenom geht mit dem Auftreten von Deletionen in dieser Region und
somit mit dem Verlust des zweiten funktionsfahigen Allels einher (ICHII et a., 1992.
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An der Weiterentwicklung von frihen zu intermedidren und spaten Adenomen sind
madglicherweise K-ras-Mutationen betelligt. Das auf dem Chromosom 12pl2.1 lokalisierte
K-ras-2-Onkogen weist in etwa 50% der groRReren Adenome &tivierende
Punktmutationen auf. In frihen, unter 10 mm mnessenden Adenomen konrten dhnliche
Mutationen hingegen rur in 9 % der Féle identifiziert werden (BOS et a., 1987
VOGELSTEIN et al., 1988.

Ungeféhr 50% der spaten Adenome und Karzinome zégen einen Heterozygotieverlust
(vgl. Kap. 2.2.2.2.2., S. 24) auf dem Chromosom 18q was auf die weitere Beteiligung
eines Tumorsuppresorgens in dieser Region an der Tumorprogresson hindeutet. Ein
madgliches Zielgen ist das auf 1821 befindliche DCC (deleted in colon cancer)-Gen
(FEARON et a., 1990. Es codiert ein Protein, das Homologien mit an der Zelladhasion
beteili gten Zell oberfladchenglykoproteinen aufweist.

Da unmittelbar proximal des DCC-Gens ein weiteres Tumorsuppresorgen namens DPC4
(deleted in pancreatic carcinoma, locus 4) identifiziert wurde (HAHN et a., 1996, ist
bisang nicht eindeutig geklart, ob DCC das einzige relevante Zielgen dieser Region ist
(THIAGALINGAM, 1996.

Eine weitere, offenbar fir gpétere Stadien der Tumorentwicklung bedeutsame
Verlustregion befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (VOGELSTEIN et
a., 1989. Kolorektale Karzinome, nicht jedoch Adenome, weisen sehr haufig Mutationen
in dem auf 17p13 befindlichen TP53-Gen auf (BAKER et al., 1989.

Die Zahl der unabhangigen Schritte im Laufe der Tumorprogresson dirfte nach neueren
Erkenntniseen von Heterozygotiestudien mit einer grofRen Anzahl von Markern aber noch
deutlich hoher liegen (BOLAND et a.,1995.

2.2.1.3. Erblich bedingte Formen des Dickdarmkrebses
2.2.1.3.1. Hereditéreskolorektales Karzinom ohne Polyposis (HNPCC)

Das hereditére kolorektale Karzinom ohne Polyposis (hereditary nonpolyposis colorectal
cancer, HNPCC) ist wahrscheinlich das haufigste ebliche Syndrom mit gesteigerter
Karzinomsuszeptibilitst (SCHERNECK und KOLBLE, 1999. Nadch Schitzungen sind
3-15 % der sporadischen Kolonkarzinome auf dieses Syndrom zurtickzuftihren (LYNCH et
a., 1993. Der Erbgang ist autosomal-dominant mit einer geschétzten Penetranz von
70-80 %.

21



Literaturiibersicht

2.2.1.3.1.1. Reparatur-Mutator-Gene und Mikrosatelliteninstabilitat

Bel Untersuchungen von HNPCC-Tumoren mit Mikrosatellitenmarkern wurden erstmals
langenveranderte Amplifikate, im Vergleich zur konstitutionelen DNA, nachgewiesen
(PEINADO et d., 1992 IONOV et d., 1993. Sowohl Mono-, Di-, Tri-, und
Tetranukleotidsequenzen as auch hohergradige und komplexe Mikrosatelliten sind in
Abweichung von ihrer individuellen Allelkonstellation expandiert (grof3eres zusétzliches
Alldl), kontrahiert (kleineres zusétzliches Allel) oder kombiniert veréndert (THIBODEAU
et a., 1993. Dieses Phdnomen des Auftretens zusétzlicher, neuer Allele in Tumorproben
wird auch als Mikrosatéliteninstabilitat (MIN) bezechnet.

Das MIN-Phanomen wird auf nicht korrigierte Basenfehlpaaungen (spezell ungepaate,
kurzstredige Einzdstrangschleifen, die bevorzugt im Bereich repetetiver Sequenzen durch
sogenannten Polymeraseschlupf entstehen), die wéahrend der DNA-Verdopplung vor der
Mitose auftreten und normalerweise durch ein  DNA-Fehlpaaungskorrektursystem
(mismatch repair system) berichtigt werden, zurtickgefuhrt (FISHEL et al., 1993 FISHEL
und KOLODNER, 1995 KUNKEL, 1993. Dieses multimolekulare Reparatursystem
wurde auerst in E. coli beschrieben und besteht aus einem Erkennungsprotein (MutS), einer
Endonuklease (MutH), einem komplexierenden Protein (MutL), einer DNA-Helicase
(MutU), einem Einzdstrang-bindenden Protein, sowie avei Exonuklessen (MODRICH,
1991). Die auch as Reparatur-Mutator-Gene bezechneten Fehlpaaungsreparaturgene
wurden beim Menschen auf den Chromosomen 2p22p21 (MSH2), 3p213 (MLH1), 2q31
(PMSL), 7p22 (PMS2) und 2pl15 (GTBP) identifiziert. In diesen Genen konnten
Keimbahnmutationen bel HNPCC-Patienten lkew. Patienten mit genomisch instabilen
Tumoren nachgewiesen werden (FISHEL et a., 1993 LEACH et al., 1993 BRONNER et
al., 1994 NICOLAIDES et d., 1994 PALOMBO et a., 1995 PAPADOPOULOS et 4.,
1994). Sie spidlen demzufolge ene digemeine Rolle beim Schutz der Integritét der
genetischen Information und unterscheiden sich somit grundsétzlich von den, direkt an der

Zéellzykluskontroll e beteili gten, Onko- und Tumorsuppressorgenen.

22



Literaturiibersicht

2.2.1.3.1.2. Zielgene genomischer Instabilitat

Im Gegensatz zu den Mikrosatellitenmarkern besitzen Langenvariationen kurzer repetitiver
Elemente in der kodierenden Sequenz von Genen direkte biologische Bedeutung. So fuhrt
der Verlust einer Base aur Verschiebung des Leserahmens, was in den meisten Fallen ein
verkirztes Protein zur Folge hat. Der Nadhweis einer langenveranderten (A)o-Wieder-
holung im Leseraster des TGFBR-2-(transforming growth factor 3 type 2 receptor) Gens
in genomisch instabilen kolorektalen Zellinien (MARKOWITZ et a., 1995 verdeutlicht
die aerordentliche Bedeutung kurzer repetitiver Sequenzen in transkribierten
Genabschnitten fur die Tumorprogresson mikrosatelli teninstabiler Tumoren.

Als weiteres Zielgen genomischer Instabilitét wurde das, die Apoptose férdernde, BAX-
Gen identifiziert. Bei Uber 50 % der untersuchten mikrosatelliteninstabilen kolorektalen
Tumoren wurde ene Langenvariation der zwischen den Codons 38 und 41 befindlichen
(G)s-Wiederholung festgestellt (RAMPINO et al., 1997).

2.2.1.3.2. Familiare adenomattse Polypose (FAP)

Die familidre adenomatdse Polypose ist eine autosomal-dominante Erbkrankheit mit einer
Penetranz von nehezu 100% und einer Frequenz von ca 1/700Q Die betroffenen Patienten
entwickeln im Laufe des 2. Lebengahrzehnts Tausende von Polypen in Kolon und Redum,
die in der Regel in der 4. Dekade karzinomatos entarten (SCHERNECK und KOLBLE,
1998. Das fur diese Erkrankung dsponierende APC-Gen wurde mittels Kopplungs-
analysen in FAP-Familien auf dem Chromosom 5g22 lokalisert (LEPPERT et a., 1987
und einige Jahre spéter isoliert (GRODEN et a., 1991 JOSLYN et al., 1991, KINZLER et
a., 1991 a, b; NISHISHO et a., 199]). Es wurden hisher tber 250 verschiedene APC-
Mutationen beschrieben (BEROUD und SOUSS, 1996, wobei auch in ca 50 % der
untersuchten sporadischen Kolonkarzinome und Adenome inaktivierende Mutationen in
diesem Gen gefunden wurden (POWELL et al., 1992.
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2.2.2. Mammakarzinom
2.2.2.1. Vorkommen und Bedeutung

Brustkrebs ist weltweit die haufigste Tumorerkrankung der Frau. Es wird geschétzt, dal3
jede 12. Frau im Verlauf ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt (CHANG-CLAUDE et 4.,
1995. Heute gibt es jedoch neben den, &tiologisch zu berticksichtigenden, hormonellen
sowie Erndhrungss und Umwelteinflisen keinen Zweifel mehr am Konzept einer
genetischen Basis des Brustkrebses (SCHERNECK und KOLBLE, 1998.

2.2.2.2. Brustkrebskanzerogenese
2.2.2.2.1. Amplifikation und Uberexpresson von Onkogenen

Onkogene, die as Protoonkogenen durch Amplifikation, Trandokation oder
Punktmutation (vgl. Kap. 2.2.1.2., S. 20) entstehen, erlangen durch diese genetischen
Veranderungen einen dominant wirksamen Funktionsgewinn (STRACHAN und READ,
1996.

In Mammeakarzinomen haufig amplifizierte und tellweise auch Uberexprimierte Onkogene
sind der Zelloberflachenrezeptor ERBB2 (17012, der Transkriptionsfaktor MYC (8924
und das an der Zellzykluskontrolle beteligte Cyclin PRAD1 / CYCLIN D (11913
(DEVILEE und CORNELISSE, 1994.

2.2.2.2.2. Heterozygatieverlust und Tumorsuppresorgene

Zu den hadfigsten in  Mammekarzinomzdlen nradweisbaren chromosomalen
Veranderungen zéhlen Makro- oder Mikrodeletionen, die a1 Wildtypallelverlusten eines
oder mehrerer Gene fulhren (SCHERNECK und KOLBLE, 1999. Unter Verwendung von
Mikrosatellitenmarkern, die @ne Unterscheidung zwischen véterlichen und mitterlichen
Chromosomen erlauben, kann der Verlust eines Allels, das in der DNA von
Nichttumorzdlen (z.B. Lymphozyten oder an den Tumor angrenzendes nichtentartetes
Gewebe) vorhanden ist, nachgewiesen werden. Da der Tumorgenotyp nun homozygot
bzw. hemizygot fur das mutierte Allel ist, spricht man von einem Heterozygotieverlust
(loss of heterozygosity, LOH). Nad dem 2-Mutationen-Modell von Knudson
(KNUDSON, 1987 weisen Heterozygotieverluste auf die diromosomale Lokalisation von

Tumorsuppressorgenen hin.
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Bel Mammakarzinomen wurden hisher mindestens 12 Chromosomenarme (1p, 3p, 6q, 8p,
11qg 13q 16q 17p 17qg 18q 220 identifiziert, die Regionen mit LOH-Frequenzen von
Uber 25 % bis fast 60 % aufweisen (DEVILEE und CORNELISSE, 1994). Auf dem
Chromosom 17 wurden zum Beispiel 2 LOH-Regionen auf dem kurzen und 4 auf dem
langen Arm charakterisiert (BIECHE und LIDEREAU, 1995.

2.2.2.3. Erbliche Disposition zu Brustkrebs

Trotz e@ner leichten Tendenz der familidren Haufung, besonders bei Erkrankungen in
ungewohnlich frihem Alter, konnten rur 4-5 % der Brustkrebsfalle von 1500 mittels
Segregationsanalyse untersuchten Familien erblichen Faktoren zugeschrieben werden
(NEWMAN et a., 1988. Nach Untersuchungen von Familien mit naheau Mendelschen
Stammbaumen mit Hilfe von Kopplungsanalysen wurde 1990 ein Anfalligkeitdocus auf
17921 beschrieben (HALL et a., 1990 und Ende 1994 s BRCA1-Gen isoliert (MIKI et
a., 1994. Bisher sind mehr als 75 verschiedene Mutationen in mehr als 100 Familien
beschrieben worden (SZABO und KING, 1995 FEUNTEUN und LENOIR, 1996
NEUHAUSEN et al., 19964).

Auf dem Chromosom 1391213 wurde schlielflich ein zweites, fir Brustkrebs
disponierendes Gen, das BRCA2, kartiert und positionell kloniert (WOOSTER et a., 1994
WOOSTER et a., 1995. Bisherige Untersuchungen ergaben mehr als 20 verschiedene
BRCA2-Mutationen in ca 100 Familien (COUCH et a., 1996 COUCH und WEBER,
1996 NEUHAUSEN et a., 1996; PHELAN et a., 1996 TAVTEGIAN et a., 1996
THORLACIUS et a., 1996.

2.2.3. Tumorgenetische Untersuchungen in der Region 17923

Auf dem langen Arm von Chromosom 17 wurden eine Reihe gesicherter bzw. vermuteter
Tumorsuppresorgene beschrieben, so z. B. NME1 (VARESCO et a., 1992 und NME2
(BACKER et al., 1993 CHANDRASEKHARAPPA et a.,1993 auf 17921 NF1
(CAWTHON et a., 1990 XU et al., 19904, b) auf 179q112 und BRCA1 (HALL et al.,
1990 auf 17921
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LEGGETT et a. (1999 identifizierten bei der LOH-Untersuchung von 72 kolorektalen
Karzinomen eine Verlustregion auf 1792223 mit einer LOH-Rate von Uber 50 %. Als
kleinste Uberlappende Verlustregion wird ein Bereich angegeben, der den Mikrosatelliten-
marker D17340 enthdlt.

BARLUND et a. (1997 untersuchten 14 Brustkrebszdlli nien mittels CGH (comparative
genome hybridisation) und FISH (fluorescence in situ hybridisation) und beschrieben zwei
separate Regionen auf 17923 die in 43 % (CGH) bzw. 50 % (FISH) hochgradig
amplifiziert vorlagen. Diese Bereiche lasen sich durch ca 5 Mb nicht amplifizierter DNA

voneinander trennen.

2.2.4. OHOS31-ein Tumorsuppressorgen bei Drosophila melanogaster

Das Tumorsuppressorgen OHO31 (overgrown hematopoietic organs 31) ist entwicklungs-
geschichtlich gesehen von den bisher bekannten Importin-a Homologen (Tab. 2.1., S. 13)
am nadhsten mit dem Importin-a von Xenopus levis (GORLICH et a., 19949, dem
Pendulin von Mus musculus (IMAMOTO et a., 1995 und schliefflich mit dem RCHL/
SRP1a von Homo sapiens verwandt (KOHLER et al., 1997). Eine deutliche Reduzierung
der Expresson von OHO31 duch das Einfligen eines beweglichen genetischen Elementes
(P-Element) in die 5-untrandatierte Region des Transkriptes bzw. eine komplette
Inaktivierung des Genes durch das ungenaue Entfernen des P-Elementes fuhrt bel
Drosophila melanogaster zur tumordsen Entartung der blutbildenden Organe und der
Genitalanlage. Die zdlzyklusabhdngige Akkumulation des OHO31-Proteins im Zellkern
(Anstieg in spater Interphase und Prophase) und de eorme Ahnlichkeit zu Proteinen,
deren Funktion als Rezeptoren beim intranukle&en Proteintransport bereits bekannt sind
(vgl. Kap. 2.1.3., S. 12), laikt vermuten, dal3 OHO31 eine direkte Rolle bel der Regulation
der Zeltelung spiet (TOROK et a., 1995. OHO31 it somit das erste

Tumorsuppressorgen, das in den nukle&en Proteinimport involviert ist.
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