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1 EINLEITUNG

1.1 Erbliche Aspekte des malignen Melanoms

Das maligne Melanom ist ein hochgradig bdsartiger Tumor, dessen
Inzidenz in den letzten Jahren stark zugenommen hat. Als Ursachen dieser
multifaktoriellen Erkrankung werden neben UV-Strahlung und dem gehauften
Auftreten von atypischen melanozytaren Navi auch genetische Faktoren
diskutiert (Bataille, 2003).

In ca. 10% der Melanomfélle liegt eine familiare Haufung vor, wobei hier
mindestens ein erst- oder zweitgradiger Verwandter an einem Melanom
erkrankt ist (Hayward, 2003; Meyer et al., 2006). Die Vererbung des familiaren
Melanoms folgt vermutlich einem autosomal-dominanten Erbgang mit
inkompletter Penetranz (Rivers, 1996). Die Entwicklung eines erblich bedingten
Melanoms steht auRerdem haufig in Zusammenhang mit dem atypischen
Navussyndrom AMS (atypical mole syndrome) (Bataille et al., 1996). Individuen
mit 10 oder mehr atypischen Navi haben ein 12-fach erhohtes Melanomrisiko
(Tucker et al., 1997). Die familiare Haufung von Melanomen in Kombination mit
klinisch atypischen Navi wurde als FAMMM (familial atypical multiple mole and
melanoma) beschrieben (Lynch et al., 1978). Mitglieder von FAMMM-Familien
mit atypischen Navi haben ein Risiko von fast 100%, im Laufe ihres Lebens an
einem malignen Melanom zu erkranken (Halpern und Altman, 1999).

Bei der Erforschung der erblichen Aspekte der Melanomerkrankung konzentriert
sich die Suche insbesondere auf Kandidatengene, die mit der Melanom-
entwicklung assoziiert sein konnten. Dabei stehen Tumorsuppressorgene,
Protoonkogene und Gene, die an der DNA-Reparatur, der Zellzykluskontrolle

und der Apoptose beteiligt sind, im Vordergrund.

1.1.1 Die Krebsentstehung nach der Knudson-Hypothese

Bei der Krebsentstehung spielen neben somatischen Mutationen auch
Keimbahnmutationen eine Rolle, die eine Pradisposition fur die Erkrankung
verursachen und weitervererbt werden koénnen (Knudson, 2001). Alfred

Knudson konnte bei der Untersuchung der erblich bedingten Variante des



Retinoblastoms das Rb-Gen als erstes Tumorsuppressorgen identifizieren. Er
formulierte die Vermutung, dass zwei aufeinander folgende Mutationen in einem
Gen notwendig sind, um eine Tumorgenese auszulosen. Seine ,,Zwei-Treffer-
Hypothese“ besagt, dass als ,erster Treffer” eine Mutation in der Keimbahn
oder in einer Vorlauferzelle der spateren Tumorzellen erfolgt und so zunachst
eine Pradisposition hervorgerufen wird. Der ,zweite Treffer” findet in der
somatischen Zelle statt, die folglich maligne entartet und zur Tumorentstehung
fuhrt (Knudson, 2000; Knudson, 2001).

Bei Krankheiten und Syndromen, die mit einer Krebsdisposition einhergehen,
wie z. B. Neurofibromatose Typ |, familidres Retinoblastom, familiarer
Brustkrebs und Li-Fraumeni-Syndrom, kommt diese Hypothese zur
Anwendung. Die Neurofibromatose Typ | (NF1) ist die haufigste genetisch
bedingte Erbkrankheit, die mit einer Krebspradisposition einhergeht. Sie wird
autosomal dominant vererbt und konnte mit Mutationen in dem NF1-Gen (MIM#
162200) in Zusammenhang gebracht werden. Patienten mit NF1 entwickeln
haufig Neurofibrome, die mit einem Risiko von 5% maligne entarten kdnnen und
betroffene Kinder haben ein 400-fach erhdhtes Risiko an der seltenen juvenilen,
myelomono-zytaren Leukamie (JMML) zu erkranken. Diese Pradisposition wird
damit erklart, dass eine konstitutionelle Mutation in einem Allel des
Tumorsuppressorgens NF1 besteht. Dadurch ist das Risiko erhdht, dass das
zweite Allel durch eine somatische Mutation ebenfalls inaktiviert wird und es zur
Tumorentstehung kommt (Quelle:http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
dispomim.cgi?id=162200).

Bei der Entstehung des malignen Melanoms- vor allem bei den familiaren
Formen und den frih auftretenden, multiplen Melanomen - ware es folglich
ebenfalls denkbar, dass als erster Treffer eine vererbte Keimbahnmutation in
einem Allel eines Tumorsuppressorgens oder eines Protoonkogens vorliegt und
als zweiter Treffer eine somatische Mutation des zweiten Allels (z.B. aufgrund

von UV-Bestrahlung) in einem Melanozyten zur Pathogenese flhrt.

1.1.2 Familiare Melanome

Die erblichen Ursachen des familiaren Melanoms sind bislang nicht

vollstandig geklart. Es konnten zwei Gene mit dieser Erkrankung in



Zusammenhang gebracht werden. In 25-40% der Falle bestehen
Keimbahnmutationen im CDKN2a-Gen und in drei Fallen konnte ein
Zusammenhang mit Mutationen im CDK4-Gen aufgezeigt werden. Diese Gene
gelten daher heute als Melanompradispositionsgene mit hoher Penetranz
(Hayward, 2003).

CDKNZ2a: (Cyclin dependent kinase inhibitor 2a; MIM# 600160)

CDKNZ2a befindet sich auf Genlokus 9921 und kodiert die beiden Splice-
Varianten p16 42 und p14*R* (Nobori et al., 1994; Kamb et al., 1994; Quelle et
al., 1995).

p16 bindet an die Cyclin D-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6 und hemmt

so die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (Rb), welches am

Ubergang der G1- in die S-Phase des Zellzyklus aktiv ist. p14 interagiert mit
HDMZ2, um das p53-Protein im Zellkern zu stabilisieren und ist so am
Zellzyklusstop beteiligt (Rizos et al., 2001). Aufgrund der Funktionen dieser
beiden bekannten CDKNZ2a-Produkte wird das Gen in die Klasse der Onkogene
eingeordnet.

CDKNZ2a-Keimbahnmutationen wurden erstmals 1994 in 13/18 Melanom-
familien identifiziert, wodurch gezeigt werden konnte, dass CDKN2a mit dem
malignen Melanom segregiert (Hussussian et al., 1994). Zahlreiche nach-
folgende Studien bestatigten diesen Zusammenhang und es wird vermutet,
dass CDKNZ2a hier als Tumorsuppressorgen im Sinne der Knudson-Hypothese
an der Melanompradisposition beteiligt ist. Insgesamt bestehen jedoch nur bei
ca. 40% der auf 9921 gekoppelten Melanomfamilien Keimbahnmutationen in
CDKNZ2a. Dies deutet darauf hin, dass sich in diesem Chromosomenabschnitt
entweder ein oder mehrere weitere Gene befinden, die an der Entstehung des
familiaren Melanoms beteiligt sind, oder dass Mutationen in den nicht-
kodierenden Abschnitten von CDKNZ2a fur eine Melanomerkrankung
pradisponieren (Liu et al., 1997).

In zahlreichen Studien wurde deutlich, dass Pankreaskrebs auffallig haufig in
FAMMM-Familien auftritt, die Keimbahnmutationen im CDKNZ2-Gen aufweisen

(Greene, 1999; Klein et al., 2002; Goldstein et al.,1995; Parker et al.,2003).



CDK4: (Cyclin dependent kinase 4; MIM# 123829)
Das CDK4-Gen befindet sich auf Genlokus 12q13 und kodiert die Cyclin D-

abhangige Kinase 4, die die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (Rb)

und in der Folge die DNA-Replikation katalysiert. Insgesamt wurden in drei
nicht-verwandten Melanomfamilien, die keine CDKNZ2a-Mutationen aufwiesen,
Nukleotidsubstitutionen in CDK4 identifiziert. Da diese Mutationen einen
spezifischen Effekt auf die CDK4- Bindungsstelle fur p16 hat und die mutierte
CDK4-Kinase resistent gegen die p16-Inhibition ist, scheint das so modifizierte
Gen alle Eigenschaften eines dominanten Onkogens zu besitzen (Zuo et al.,
1996 ; Soufir et al., 1998).

1.1.3 Sporadische Melanome

Neben umweltbedingten Risikofaktoren - hier gilt insbesondere UV-
Bestrahlung als ein gesicherter Hauptfaktor fur ein erhohtes Melanomrisiko
(Hayward, 2003) - wird weiterhin nach genetischen Faktoren fur die
sporadischen Melanome gesucht, die mit ca. 90% den Groldteil der Melanome
dar-stellen. Dabei sind unter anderem solche Gene von Interesse, die die
pradisponierenden Faktoren des Hautkrebses, wie z.B. den Hauttyp,
beeinflussen.

In Assoziationsstudien konnte nachgewiesen werden, dass neben dem
CDKNZ2A-Gen, das auch bei den familiaren Melanomen eine Rolle spielt,
bestimmte Polymorphismen in den Genen XRCC3, BRAF, MC1R, EGF,
GSTM1, CYP2D6 und VDR mit einem erhohten Melanomrisiko in
Zusammenhang stehen.

CDKNZ2A: (cyclin dependent kinase inhibitor 2a; MIM# 600160)

Bei Patienten mit sporadischen multiplen primaren Melanomen ohne familiare

Haufung wurden Keimbahnmutationen im CDKNZ2A-Gen mit einer Haufigkeit
von 9-15% identifiziert (Auroy et al., 2001, Monzon et al., 1998). Weiterhin
konnte LOH im Bereich des CDKNZ2a-Gens in Tumormaterial von sporadischen
Melanomen mit einer Frequenz von 24% identifiziert werden (Fujimoto et al.,
1999).



XRCC3: (x-ray repair cross-complementing protein 3; MIM# 600675)
Das XRCC3-Gen ist auf Chromosom 14q32.3 kartiert und sein Genprodukt ist

ein  Enzym im DNA-Reparationsmechanismus. Bei 125 Individuen mit

sporadischen Melanomen wurde eine signifikante Assoziation zwischen dem
Polymorphismus T/C auf Position 18067 in Exon 7 des XRCC3-Gens und der
Melanomgenese festgestellt (P= 0,004) (Winsey et al., 2000).

BRAF: (V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; MIM# 164757)
BRAF befindet sich auf dem Genlokus 7934 und kodiert eine Serin/Threonin-

Kinase. In einer genomweiten Assoziationsstudie mit 266 weiblichen und 236

mannlichen Melanompatienten kaukasischer Herkunft konnten 6 SNPs und 2
Haplotypen in diesem Gen identifiziert werden, die mit einem erhohten
Melanomrisiko bei mannlichen Patienten assoziiert waren (P= 0,045). Es
konnte gezeigt werden, dass BRAF und seine genetischen Varianten ein
héheres Risiko fur die Entwicklung maligner Melanome darstellt, als alle bisher
bekannten ,Melanom-Gene® zusammen. Der Anteil von CDKNZ2A an allen
Melanom-Risikofaktoren - umweltbedingte und erblich bedingte Risikofaktoren -
betragt beispielsweise 0,2%, der von BRAF in der suddeutschen Population ca.
4% (Meyer et al., 2003) und 1,6% bei Patienten mit australischer Abstammung
(James et al., 2005).

MC1R: (Melanocortin1-Rezeptor; MIM# 155555)

Im Fall des MC1R-Gens wird die indirekte Beteiligung an einer Pradisposition

zur Melanomentwicklung diskutiert, da es den G-Protein-Rezeptor fur das a-
Melanozyten-stimulierende Hormon (a-MSH) kodiert und so bei der
Determination des Haut- und Haartyps eine Rolle spielt (van der Velden et al.,
2001; Jackson et al., 2005). Einige Polymorphismen in MC1R (wie z.B.
Asp84Glu (Kennedy et al., 2001; Valverde et al., 1996), Arg151Cys, Arg160Trp
und Asp294His (Palmer et al., 2000)) konnten mit einem erhohten
Melanomrisiko in Zusammenhang gebracht werden, wobei die Risikoerhdhung
zwischen dem Faktor 2,2 und 4,8 schwankte. Arg151Cys, Arg160Trp und
Asp294His sind an der Auspragung einer roten Haarfarbe beteiligt, die durch
die MC1R-Varianten pradisponierte Melanomentstehung scheint jedoch von

Hauttyp und Haarfarbe unabhangig zu sein. Weiterhin agieren bestimmte



MC1R-Varianten als modifizierende Allele, die die Penetranz einer CDKNZ2a-
Deletion von 50% auf 84% erhéhen (Box et al., 2001). Ein funktioneller
Zusammenhang zwischen diesen beiden Genen konnte aber nicht
nachgewiesen werden und MC1R scheint im Gegensatz zu CDKN2a keinen
funktionellen Einfluss auf ein erhdhtes Melanomrisiko zu haben.

EGF: (Epidermal growth factor; MIM# 131530)

Dieses Gen befindet sich auf 4925 und kodiert den Wachstumsfaktor EGF

(epidermal growth factor), der eine Rolle in der Mitogenese, Wundheilung und

Hautproliferation spielt. In einer Studie mit 135 Melanompatienten und 99
Kontrollen wurde ein SNP identifiziert (G/A an Position 61 des EGF-Gens), der
eine vermehrte Produktion des Wachstumsfaktors EGF verursacht und
signifikant mit der Melanomentstehung assoziiert ist. Dabei war das Risiko um
das 2,7-fache erhdht (Shahbazi et al., 2002).

GSTM1: (Glutathione S-transferase, Mu1; MIM# 138350)

Das GSTM1-Gen ist eine mutierte Variante des GST-Gens, das auf 1p13.3

lokalisiert. Sein Produkt ist ein Isoenzym der Glutathion-S-Transferase, das an

Entgiftungsreaktionen insbesondere von karzinogenen Substanzen beteiligt ist.
GSTM1 wird dominant vererbt und hat eine Pravalenz von 60% in der
kaukasischen Population. Personen, die diese Genvariante nicht haben, weisen
ein erhodhtes Krebsrisiko auf. Eine vergleichende Untersuchung von 197
Melanompatienten und 147 Kontrollpersonen ergab, dass unter
Melanompatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich mehr Personen mit
fehlendem GSTM7-Isoenzym zu finden waren (58% zu 40,9%; P= 0,002).
Statistische Analysen ergaben weiterhin, dass Personen denen diese
Genvariante fehlt, ein 2-fach erhohtes Risiko haben, an einem malignen
Melanom zu erkranken (Lafuente et al., 1995).

CYP2D6: (Cytochrome P450; MIM# 124030)

Die Enzyme der Cytochrom P450-Familie sind an diversen Stoffwechsel-

vorgangen beteiligt, in denen einerseits lipophile Substanzen unschadlich
gemacht, andererseits aber auch zu karzinogenen Formen aktiviert werden
konnen. Auf dem Lokus der Cytochrom P450 Debrisoquine Hydroxylase
(CYP2D6), der sich auf 22913.1 befindet, sind die drei inaktivierenden
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Polymorphismen Val92Met, Asp294His und Asp84Glu bekannt. In einer Studie
mit 333 Melanompatienten und 467 Kontrollen war die Frequenz dieser
Polymorphismen in der Melanomgruppe mit 28% gegenuber den Kontrollen mit
21% (P= 0,039) signifikant erhdht (Strange et al., 1999).

VDR: (Vitamin D receptor; MIM# 601769)

Es wird vermutet, dass das VDR-Gen, das einen Vitamin D-Rezeptor kodiert,

an der Melanompradisposition beteiligt sein konnte, da der Rezeptorligand
Calcitriol antiproliverative und differenzierungsférdernde Wirkungen auf Melano-
zyten und Melanomzellen hat. Von dem VDR-Gen, das sich auf Genlokus
12q12-q14 befindet, sind Polymorphismen bekannt, die eine erhdhte
Calcitriolkonzentrationen im Serum verursachen. In einer Studie mit 316
Melanom-patienten und 108 Kontrollen war der Fok-RFLP-Polymorphismus in
Exon 2, der ein neues Startcodon in VDR verursacht, bei Melanompatienten
signifikant erhdht (39,9% zu 31,5%; P= 0,029) (Hutchinson et al., 2000; Halsall
et al., 2004).

Bei der Melanomentstehung konnten dartiber hinaus Wechselwirkungen
zwischen umweltbedingten und genetisch bedingten Faktoren eine Rolle
spielen. Da ionisierende Strahlung bekanntlich DNA-Doppelstrangbriche (DNA-
DSB) verursacht (Tauchi et al, 2002), ware es naheliegend, dass
Melanompatienten Defekte im DNA-Reparatur-Mechanismus aufweisen. UV-
induzierte Schaden in somatischen Zellen kdnnten gemal der ,Zwei-Treffer-
Hypothese“ nach Knudson nicht mehr repariert werden und wirden so zur
Melanomgenese flihren. Zu den Tumorsuppressorgenen, die an diesem
Reparaturmechanismus beteiligt sind, gehdért unter anderen das NBS7-Gen.
Dieses Gen ist aullerdem von besonderem Interesse, da bekannt ist, dass
homozygote Mutationen innerhalb dieses Gens u. a. mit Hautveranderungen
und einem erhdhten Risiko flr bestimmte Krebserkrankungen assoziiert sind
(siehe Kapitel 1.2).
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1.2 Das NBS7-Gen

Das NBS1-Gen ist in homozygot mutierten Zustand flr die Auspragung
des so genannten Nijmegen Breakage Syndroms (NBS) verantwortlich. Hierbei
handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Krankheit, die zu der
Gruppe der so genannten ,Chromosomenbruchsyndrome® gehoért. NBS ist mit
ca. 1:95.000 Lebendgeburten selten und kommt vor allem in osteuropaischen
Populationen vor (Varon et al., 2000). NBS wurde erstmals 1981 beschrieben
(Weemaes et al., 1987) und weltweit konnten seither Uber 130 Falle des
Nijmegen Breakage Syndroms identifiziert werden, davon 68 in Polen und 26 in
der Tschechischen Republik (Chrzanowska und Janniger, 2006).

Die klinischen Charakteristika von NBS sind Mikrozephalie, Wachstums- und
Entwicklungsstorungen, typische ,vogelahnliche” Gesichtszlige, Pigment-
stérungen der Haut (sog. ,Café-au-lait“-Flecken) und Teleangiektasien,
Immuninsuffizienz, Gonadendysgenesie, Infertilitdt, haufig rezidivierende
Infektionen des Atmungstraktes und eine Pradisposition fur die frihe
Entwicklung maligner Tumore (1.-34. Lebensjahr). Die haufigsten Tumore sind
dabei B-Zell-Lymphome und Leukamien; vereinzelt wurden auch Gliome,
Medulloblastome und Rhabdomyosarkome entdeckt (The Int. Nijmegen
Breakage Syndrome Study Group, 2000). Die Chromosomeninstabilitat ist fur
NBS charakteristisch  und  Chromatidbriche sowie = chromosomale
Reunionsfiguren werden haufig in somatischen Zellen beobachtet. Die T-
Lymphozyten von NBS-Patienten weisen vermehrt Translokationen und
Inversionen zwischen den Chromosomen 7 und 14 auf, wobei die Bruchstellen
in den Genloki fur Immunglobuline und T-Zell-Rezeptoren liegen und diese
folglich in ihrer Funktion deutlich eingeschrankt sind. Besonders bedeutsam im
Zusammenhang mit der vorliegenden Melanomstudie ist die Tatsache, dass
NBS-Zellen 3-5 Mal sensibler auf ionisierende Strahlung reagieren als gesunde
Zellen und dass hier nach ionisierender Bestrahlung so genannte RDS (radio
resistant DNA synthesis) stattfindet. Diese ungehinderte DNA-Synthese trotz

vorhandener DNA-Doppelstrangbriche kénnte die Ursache fir das erhohte

12



Krebsrisiko bei NBS-Patienten sein (Digweed und Sperling, 2003; Jongmans et
al., 1997; van der Burgt et al., 1996).

Durch Positionsklonierung und gesamt-genomische Kopplungsanalysen von
NBS-Familien konnte das NBS7-Gen (MIM# 602667) auf dem g-Arm von
Chromosom 8 identifiziert werden (Reis et al., 2001; Saar et al., 1997;
Cerosaletti et al., 1998). Es besteht aus 16 Exons und Uberspannt mitsamt den
Introns ca. 50 kb auf Chromosom 8qg21. Die gesamte cDNA-Sequenz besteht
aus 4.386 bp und enthalt ein offenes Leseraster (ORF = open reading frame)
von 2.277 bp. Durch alternative Polyadenylierung an den Positionen 2440 und
4386 der cDNA entstehen zwei unterschiedliche mRNAs von 2,4 kb und 4,4 kb
Lange.

Nibrin, das Produkt des NBS17-Gens, ist ein Protein aus 754 Aminosauren mit
der GroRe von 95 kDa (Abbildung 1). Die Aminosauresequenz von Nibrin
enthalt drei funktionelle Regionen: den N-Terminus (1.- 196. AS), die zentrale
Region (278.- 343. AS) und den C-Terminus (666.- 693. AS). Im N-terminalen
Bereich befinden sich eine FHA (forkhead-associated)-Domane (24.-108. AS)
und eine BRCT (breast cancer carboxy-terminal)-Domane (108.-196. AS).
Beide Domanen sind fur Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich und
wurden haufig in Proteinen gefunden, die am DNA-Reparationsmechanismus
beteiligt sind (Matsuura et al., 1998; Varon et al., 1998).

13
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Abbildung 1: Struktur von Nibrin

Aus Tauchi et al., 2002.(A) Schematische Darstellung der NBS17-Struktur. Die Mutationen in
Zellen von NBS-Patienten sind rot markiert. Sie treten gehauft in den Exons 6-10 auf. Die
blauen Kasten stellen die drei funktionellen Regionen von NBS17 dar: 1. Erkennung einer DNA-
Schadigung durch Bindung der FHA/BRCT-Region des N-Terminus an ein Histon, 2.
Signallibermittlung durch Phosphorylierung von Serinen in der zentralen Region und 3.
Komplexbildung mit den Proteinen Mre11und Rad50 durch Bindung am C-Terminus.

(B) Der C-Terminus in der typischen Ausbildung bei NBS-Patienten. Das C-terminale 70kDa-
Protein wird durch interne Translationsinduktion produziert und ist bei NBS-Patienten nur
schwach ausgebildet. Dieses verkirzte Polypeptid ist fur die Lebensfahigkeit der Zellen
notwendig.

Zahlreiche Studien und Funktionsanalysen konnten die Rolle von Nibrin als
Bestandteil des Mre11/Rad50/Nibrin-Komplexes bei der Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitdt unter anderem durch seine Beteiligung am DNA-
Reparaturmechanismus zeigen: Erkennung von DNA-Doppelstrangbrichen
(Carney et al., 1998; Nelms et al., 1998, Maser et al., 2001), Zellzykluskontrolle
durch Interaktion mit p53 am G1-Kontrollpunkt (Jongmans et al., 1997; Kastan
et al., 1991) und Signalubertragung am S-Phase-Kontrollpunkt (Wu et al., 2000;
Zhao et al., 2000, Gatei et al., 2000). Aufgrund der bislang bekannten
Funktionen von Nibrin wird NBS71 zu der Gruppe der Tumorsuppressorgene

gezahlt.
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1.2.1 NBS1-Mutationen

Die Tabellen 1 und 2 geben eine Ubersicht tber die bislang bekannten

Sequenzveranderungen im NBS1-Gen.

Polymorphismus

Exon/intron

Referenz

L34L (G102A) 2 K. Cerosaletti, unveréffentlicht
E185Q (G553C) 5 (Varon et al., 1998)
D399D (T1197C) 10
P672P (A2016G) 9 ¢

IVS5+9T/C VS5 K. Cerosaletti, unverdffentlicht

IVS5+ 51delT IVS5 K. Cerosaletti, unverdéffentlicht

IVS9+ 18C/T IVS9 K. Cerosaletti, unverdffentlicht

IVS12+ 7A/G IVS12 K. Cerosaletti, unverdffentlicht

Tabelle 1: Normvarianten im NBS71-Gen

Quelle: http://www.benaroyaresearch.org/investigators/concannon_patrick/nbs.htm

Variationstyp Exon Referenz
Nukleotidsubstitutionen
S93L (C278T) 3 (Varon et al., 1998)
D95N (G283A) 3 “
1171V (A511G) 5 “
R215W (C643T) 6 (Varon et al., 2001)
V210F (G628T) 6 (Cerosaletti et al., 2002)
P266L (C797T) 7
Q326X (C976T) 8 (Varon et al., 1998)
Y363X (C1089A) 9 (Gennery et a,/20(2)(5))04 New et al.,
Kleine Deletionen
681delT 6 (Resnick et al., 2002)
657del5bp (657-661delACAAA) 6 (Varon et al., 1998)
698del4 (698-701delAACA) 6 “
835del4 (835-838delCAGA) 7 “
1142delC 10
Kleine Insertionen
842insT (842-843T) 7 (Varon et al., 1998)
Grosse Deletionen
900del25 8 (Maraschio et al., 2001)

Tabelle 2: Pathologische Varianten im NBS71-Gen
Quellen: http://uwemml1s.uwem.ac.uk/uwem/mg/search/9598211.html (erweitert);
Human Gene Mutation Database entry for NBS1
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Alle Deletionen bzw. die Insertion verursachen Leserasterverschiebungen, die
zu einem vorzeitigen Stoppcodon fuhren und so eine Genverkurzung bewirken
(Varon et al., 2001).

DNA-Analysen von nicht miteinander verwandten NBS-Patienten ergaben, dass
ca. 90% der Erkrankten (46/51) die 5bp-Deletion 657-661delACAAA
(657del5bp) homozygot aufweisen. Die Deletion verursacht eine Leseraster-
verschiebung an Position 657 der cDNA (AS-Position 219), wodurch es zu
einem Stoppcodon an Position 732 der cDNA kommt. Dieses Stoppcodon
bewirkt einen Abbruch der Aminosauresequenz an Position 241. Da der
GroRteil der betroffenen Patienten tschechischer oder polnischer Abstammung
ist, wird vermutet, dass es sich hierbei um eine ,founder mutation® slawischen
Ursprungs handelt. Die Haufigkeit dieser Mutation betragt in der slawischen
Population 1/177 (Varon et al., 2000). Eine Studie der tschechischen
Bevolkerung ergab eine Frequenz der 657del5-Mutation von 1/106 (95%
Konfidenzintervall (95%CI) = 1/331 zu 1/46) (Drabek et al., 2002). In der
deutschen Bevolkerung betragt die Heterozygotenfrequenz der 657del5-
Mutation 1/866 (95%CI = 1/ 34.376 zu 1/156) (Carlomagno et al., 1999).

NBS1-Mutationen im Zusammenhang mit Krebserkrankungen

Eine signifikante Haufung von heterozygot vorliegenden NBS7-
Mutationen konnte bei Patienten mit akuter lymphoblastischer Leukamie (ALL)
festgestellt werden. Dabei wurden in einer Studie mit Knochenmarkszellen in
7/47 Fallen (14,5%) vier verschiedene somatische Nukleotidsubstitutionen
(S93L, D95N, 1171V, R215W) im NBS1-Gen (Varon et al., 2001) gefunden, in
einer anderen Untersuchung konnte die 657del5-Mutation in 3/270 ALL-
Patienten und 2/212 Patienten mit NHL identifiziert werden (P< 0,05)
(Chrzanowska et al., 2006). Eine Kontrollstudie zu der Verdffentlichung von
Varon et al. konnte den Zusammenhang jedoch nicht bestatigen. Hier wurden
Blutproben von 231 Kindern mit primarer Leukamie, 90 Kindern mit primaren
Lymphomen und 332 Kontrollpersonen auf Mutationen in NBS7 hin untersucht.
Die D95N-Substitution trat bei einer Kontrollperson auf und die R215W-Variante
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wurde als Keimbahnmutation bei 4 Leukamiepatienten, einem
Lymphompatienten und 2 Kontrollpersonen gefunden. Durch die Relation zu
den Kontrollen lag hier jedoch keine statistische Relevanz vor und die Autoren
folgerten, dass NBS7-Mutationen, wenn uUberhaupt, nur in einem geringen
Ausmald an der Entstehung von ALL und Lymphomen beteiligt sind (Taylor et
al., 2003). Untersuchungen von Brustkrebspatientinnen ergaben ebenfalls
unterschiedliche Resultate. So wurde in einer Studie mit 477 deutschen
Brustkrebspatientinnen keine Assoziation gefunden (Carlomagno et al., 1999),
wahrend die Untersuchung von 80 Patientinnen mit slawischer Herkunft ergab,
dass die 657del5-Mutation in Exon 6 von NBS7 in einer geringen, aber
statistisch signifikanten Anzahl der Falle (3/80= 3,75%; P= 0,037) mit der
Entstehung von Brustkrebs assoziiert ist (Gorski et al., 2003). Diese Aussage
wird auch in einer russischen Studie getroffen, in der die 657del5-Mutation bei
2/173 (1,16%) beidseitigen Brustkrebsfallen und 5/700 (0,71%) (P= 0,046)
einseitig betroffenen Brustkrebspatientinnen gefunden wurde (Buslov et al.,
2005).

In einer Untersuchung mit 361 Prostatakarzinompatienten wurde die 657del5-
Mutation bei 5/56 (9%) familiaren Fallen (OR= 16; P< 0,0001), bei 7/305 (2,2%)
sporadischen Fallen (OR= 3,9; P= 0,01) und bei 9/1500 (0,6%) Kontroll-
personen heterozygot gefunden (OR= 4,5; P= 0,002). LOH-Analysen von
Tumorzellen von 8 Mutationstragern ergaben weiterhin den Verlust des NBS1-
Wildtypallels in 7 dieser Falle im Vergleich zu 1 von 9 NBS7- mutationsfreien
Prostatatumoren (P= 0,003), woraus geschlossen wird, dass die NBS1-,founder
mutation“ mit der Entstehung von Prostatakarzinomen signifikant assoziiert ist
(Cybulski et al., 2004).

In einer 2003 veroffentlichten Studie wurde die Frequenz der 657del5-Mutation
bei 80 Melanompatienten und 530 Kontrollpersonen mit Hilfe von PCR und
direkter Sequenzierung ermittelt. Dabei waren 2/80 Melanompatienten (2,5%)
und 3/530 (0,6%) (P= 0,262) in der Kontrollpersonen heterozygot fur die NBS17-
Grundmutation. Weiterfihrende LOH- und Haplotypenanalysen ergaben einen
Verlust des Wildtypallels in den Tumorzellen, so dass in diesen Fallen die

657del5-Mutation an der Melanomentstehung im Sinne der ,Zwei-Treffer-
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Hypothese“ nach Knudson ursachlich beteiligt sein konnte (Debniak et al.,
2003). Zu Non-Hodgkin-Lymphomen (Stanulla et al., 2000) und
Kolorektalkarzinomen (Varon et al, 2002) besteht nach derzeitigem

Kenntnisstand keine Assoziation.

1.2.2 Klinische Auswirkung heterozygoter NBS71-Mutationen

Eng verbunden mit der Frage, welche Rolle NBS71 als
Tumorsuppressorgen bei der Krebsentstehung spielt, ist die Frage, ob
heterozygote Mutationstrager ein erhohtes Krebsrisiko haben. Es konnte
gezeigt werden, dass auch Zellen von Patienten mit heterozygoten Mutationen
in NBS1 eine erhdhte Chromosomeninstabilitat aufweisen, die sich in gehauften
Brichen und Rearrangements von Chromosomen zeigt. Weiterhin ergaben
densitometrische Untersuchungen und Immunprazipitationsanalysen, dass das
Genprodukt Nibrin hier quantitativ reduziert und in seiner Struktur verandert ist
(Tanzanella et al., 2003). Die klinische Beobachtung einer hohen Inzidenz von
hamatologischen und soliden Tumoren bei nahen Verwandten von NBS-
Patienten deutet darauf hin, dass NBS7-Mutationen im heterozygoten Zustand
ein erhohtes Krebsrisiko verursachen konnten (Seemanova, 1990). Bei
insgesamt 1683 polnischen Krebspatienten wurde mit 16 heterozygoten
Tragern der 657del5-Mutation eine signifikante Haufung (P= 0,042) festgestellt
(Steffen et al., 2004).

Heterozygot Betroffene konnten folglich z.B. uberempfindlich auf diagnostische
Rontgenstrahlung oder auf eine Strahlentherapie reagieren und bei Kenntnis
ihrer Veranlagung kénnte z. B. die Indikation zur radiologischen Diagnostik

strenger gestellt oder die Therapieplanung verandert werden.

1.2.3 Molekulargenetische Assoziationsstudie und Haplotypen-Analyse

Bei molekulargenetischen Assoziationsstudien handelt es sich um
retrospektive Studien, bei denen Patientenproben mit einer alters- und
geschlechtsgleichen Kontrollgruppe aus der Bevdlkerung verglichen werden,
um einen Zusammenhang zwischen einer Erkrankung und einem bestimmten
genetischen Merkmal zu untersuchen. Analysiert werden diejenigen

Kandidatengene, deren Produkte an der Entstehung der Krankheit beteiligt sein
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konnten. Dabei werden polymorphe Marker verwendet, die in der Nahe des zu
untersuchenden Gens oder direkt innerhalb desselben liegen. Kann eine
Assoziation festgestellt werden, so deutet dies auf die Existenz einer
ursachlichen Sequenzveranderung in der Genregion hin, die mit dem
polymorphen Marker im Kopplungsungleichgewicht liegt. Molekulargenetische
Assoziationsstudien kénnen z.B. mit SNPs (single nucleotid polymorphism)
durchgefuhrt werden (Kruglyak, 1999). SNPs sind Einzelnukleotidaustausche
im menschlichen Genom, die mit einer Haufigkeit von mindestens 1% in der
Bevolkerung vorkommen. Meistens existieren an diesen Positionen im Genom
zwei Allele. Mit speziellen Computerprogrammen kénnen DNA-Sequenzen aus
verschiedenen Datenbanken verglichen und dabei potentielle SNPs identifiziert
werden. Das National Center for Biotechnology Information (NCBI) verfugt Gber
eine SNP-Datenbank (dbSNP), die aktuell im Jahre 2006 etwa 10 Millionen
menschliche SNPs enthalt (Wheeler et al., 2006).

Weitere Informationen Uber eine mogliche Assoziation zwischen einem
bestimmten Genlokus und einer Erkrankung bzw. einem Phanotyp liefern
Haplotypenanalysen. Dabei wird untersucht oder rekonstruiert welche
Kombinationen von Polymorphismen auf  jedem der beiden
Chromosomenabschnitte der zu testenden Person vorhanden sind. Sollen
Haplotypendaten experimentell bestimmt werden, bendtigt man neben dem
betreffenden Individuum weitere Familienangehoérige, am besten die Eltern.
Alternativ konnen Haplotypen auch aus genotypischen Daten rekonstruiert
werden. Haufig wird hierfur das Computerprogramm PHASE verwendet, das
mittlerweile in mehreren Entwicklungsversionen vorliegt. Das Programm
ermittelt durch umfangreiche und zeitaufwendige Abschatzungen, welche
Haplotypen in einer Gruppe von untersuchten Individuen am wahrscheinlichsten
aufgetreten waren und ordnet die Haplotypen jedem Individuum zu. Danach
kann durch statistische Auswertungen festgestellt werden, ob bestimmte
Haplotypen mit einem Phanotyp (Erkrankung) assoziiert sind und welches
Risiko fur die Entstehung der Erkrankung vermittelt wird (Stephens et al.,
2001).
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1.3 Fragestellung der Dissertation

Als haufige Ursachen der Tumorgenese werden Mutationen in der
Keimbahn, in somatischen Zellen oder als Kombination der beiden Falle
diskutiert. Dabei spielen insbesondere die Tumorsuppressorgene eine Rolle,
die dem zellularen Reparaturmechanismus von Chromosomendefekten
zugrunde liegen und von groRer Bedeutung fir die Stabilitdt des Genoms sind.
Liegen in diesen Genen Sequenzveranderung oder Mutationen vor, so konnte
in der Folge die DNA-Reparatur bzw. Apoptose nur unzureichend stattfinden
und es koénnte zur Tumorentstehung kommen. Da das NBS71-Gen als
Tumorsuppressorgen an diesem Mechanismus beteiligt ist, ist es bei der Suche
nach erblichen Aspekten von Krebserkrankungen von Interesse. Die Tatsache,
dass auf der einen Seite UV-Strahlung in der Melanomgenese und Strahlung
insgesamt bei der Krebsentstehung eine wichtige Rolle spielen und
andererseits = NBS-Patienten eine  erhdhte  Strahlensensibilitdt  und
Hautveranderungen aufweisen, fuhrte zu der Frage, ob ein Zusammenhang
zwischen der Melanomentstehung und Defekten im NBS71-Gen besteht.

Ziel dieser Studie war es, eine mdgliche Beteiligung des NBS7-Gens an der
Entstehung der Melanomerkrankung zu untersuchen. Dazu wurde zunachst in
einer Studienpopulation von 376 Melanompatienten das Exon 6 des NBS1T-
Gens auf Sequenzveranderungen, insbesondere auf die haufige 657del5-
Mutation hin, analysiert. Der zweite Teil der Studie befasste sich mit der in
diesem Kollektiv neu entdeckten Sequenzvariation F222L und hatte das Ziel
durch ein Screening von 629 Melanompatienten und 590 Kontrollen diese
weiter  zu klassifizieren. Eine umfassende molekulargenetische
Assoziationsstudie lieferte anschlieBend weitere Informationen Uber den
Zusammenhang zwischen dem NBS7-Gen und der Melanomerkrankung. Dabei
wurde eine Studienpopulationen aus 632 Patienten und 615 Kontrollpersonen
sowohl in Form von DNA-Pools als auch mittels individueller Genotypisierung
auf mog-liche Assoziationen hin untersucht. Die Rekonstruktion und Analyse

der Haplotypen stellte den abschliel3ienden Teil dieser Studie dar.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Analyse von NBS7-Exon 6 bei Melanompatienten

Die Studie wurde nach positiver Begutachtung der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen durchgefuhrt (Projektnummer:
99/2001). Von allen Studienteilnehmern lagen schriftliche Einverstandnis-

erklarungen vor.

Von den Studienteilnehmern wurden detaillierte Anamnesedaten erhoben und
mit dem Programm Microsoft-Excel erfasst, Stammbaumanalysen durchgefuhrt
und Blutproben entnommen. Nach der Extraktion der DNA aus den Blutproben
habe ich die Amplifikation von Exon 6 des NBS7-Gens mittels PCR
(polymerase chain reaction) und die molekulargenetische Analyse mittels
DHPLC (denaturating high performance liquid chromatography) durchgefuhrt.
Die auffalligen Proben habe ich erneut mit PCR vervielfaltigt und direkt
sequenziert.

Durch eine vom deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg
durchgefuhrte Analyse mittels direkter Sequenzierung von NBS7-Exon 6 aller
dieser Patienten konnte ich weiterhin ein Methodenvergleich zwischen DHPLC
und direkter Sequenzierung durchfiuhren. Genaue Angaben 2zu den
verwendeten Produkten und Herstellern sind dem Herstellerverzeichnis in

Kapitel 6.4 zu entnehmen.

2.1.1 Patientengut

Von 376 Melanompatienten mit histologischer Diagnosebestatigung, die im
Rahmen der Melanom-Nachsorge-Sprechstunde an der Universitats-Hautklinik
der Eberhard Karls Universitat Tubingen fur diese Studie rekrutiert wurden,
wurden folgende anamnestische und diagnostische Daten erhoben und
ausgewertet: Name, Geschlecht, Geburtsdatum, Alter bei Diagnosestellung(en)
der Melanomerkrankung(en), Anzahl diagnostizierter Melanome, Angaben zu
Sonnenbranden in der Vorgeschichte, Lokalisation des Melanoms bzw. der
Melanome, Tumordicke, histologische Klassifikation, TNM-Klassifikation, Art

und Anzahl weiterer Krebserkrankungen, Art und Anzahl von
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Krebserkrankungen bei erst- und zweitgradigen Verwandten. Das Patientengut
setzte sich aus 169 Frauen (45%) und 207 Mannern (55%) zusammen. Das
Durchschnittsalter bei Diagnosestellung lag mit einem Spektrum von 7 bis 83
Jahren bei 50,1 Jahren. Bei Patienten mit mehr als einem primaren Melanom
wurde das Alter zum Zeitpunkt der Diagnose der ersten Melanomerkrankung flr
die Alterskalkulation herangezogen. Die Tumordicke lag im Mittel bei 1,78 mm
(mit einem Spektrum von ,Melanom in situ®- hier wurde ein Wert von 0,01 mm
fur die Kalkulation genommen - bis zu einer maximalen Dicke von 15,0 mm).
Bei 47 von 376 Patienten (12,5%) konnten keine Tumordaten zur Auswertung
erfasst werden. Die wichtigsten Daten zu dieser Studienpopulation sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Anzahl Melanompatienten| gesamt 376
weiblich 169

mannlich 207

Alter Minimum (in Jahren) 7
Maximum (in Jahren) 83

Mittelwert (in Jahren) 50,1

E;';:ae“kungsa“e" 40| weiblich (n [%]) 58 [34,3]
mannlich (n [%]) 43 [20,8]

Daten verfugbar (n [%]) 376 [100]

Tumordicke Minimum (mm) In situ (0,01)
Maximum (mm) 15

Mittelwert (mm) 1,78

Daten verflugbar (n [%]) 329 [87,5]

Histologie (Snu?)z;)ﬁziell spreizendes Melanom 281 [71,9]
Nodulares Melanom (n [%]) 69 [17,7]

Acro-lentigindses Melanom (n [%]) 15[3,8]

Lentigo Maligna Melanoma (n [%]) 15 [3,8]

Andere (n [%]) 11[2,8]

Daten verfugbar (n [%]) 391 [86,8]

Lokalisation Extremitaten (n [%]) 206 [48,5]
davon bei weibl. Patienten 130 [63,1]

davon bei mannl. Patienten 76 [36,9]

Korperstamm (n [%]) 183 [43,0]

davon bei weibl. Patienten 58 [31,7]

davon bei mannl. Patienten 125 [68,3]

Kopf (n [%]) 36 [8,5]

Daten verfuigbar (n [%]) 425 [94,4]

Tabelle 3: Anamnesedaten der Melanompatienten
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Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Softwareprogramm Excel sowie
mit einem online verfiigbaren Pearson's -x*Test (Freiheitsgrad m=1) (verfiigbar

unter: http./statpages.org/ctab2x2.html).

Die Stammbaumanalysen der 376 Melanompatienten fihrten zu einer Unter-
teilung des Patientenguts in vier Gruppen:

Gruppe A: Familiare Falle mit mindestens einem erstgradigen Verwandten, der
ebenfalls an einem Melanom oder an Pankreaskrebs erkrankt ist (FM)

— 51 Falle

Bem: Diese Definition wurde gewahlt, da das maligne Melanom und Pankreaskrebs eine

gemeinsame genetische Basis zu haben scheinen (vgl. Kapitel 1.1.2)

Gruppe B: Patienten mit multiplen Melanomen ohne familiare Haufung (MM)

— 30 Falle

Gruppe C: Patienten mit mindestens einem erstgradigen Verwandten, der an
einem anderen Krebs erkrankt ist (FDRC = first degree relative with cancer)

— 116 Falle

Gruppe D: Patienten, die keine dieser Merkmale aufweisen und somit an
sporadischen Melanomen leiden (SM) — 179 Falle

Damit ergab sich folgende prozentuale Gruppenverteilung, die in Abbildung 2
dargestellt ist: Gruppe A: 13,56 %, Gruppe B: 7,98 %, Gruppe C: 30,85 %,
Gruppe D: 47,61 %. Fur die Auswertung wurde weiterhin ein Erkrankungsalter

unter 40 Jahren (Subgruppe E) berilcksichtigt (siehe Kapitel 3.1)
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Abbildung 2: Patientengruppen in %

A*= Prozentuale Anteile an der Gesamtpopulation
2.1.2 DNA-Praparation

Jedem Patienten wurden 2x 9ml peripheres Blut abgenommen (Probe
A und Probe B) und jede Probe erhielt zur Anonymisierung eine DNA-Nummer.
Um die DNA aus den Leukozyten zu extrahieren, erfolgte zunachst die Lyse der
Erythrozyten durch Inkubation mit 35 ml RBCL (red blood cell lysis) fur 10
Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugieren bei 4000 U/Min und 15°C
ebenfalls fur 10 Minuten. Das entstandene Leukozytenpellet wurde mit 6ml
WBCL (white blood cell lysis) bei 37°C im Ruttler inkubiert und nach Zugabe
von 2ml PPL (protein prescipitation lysis) bei 4000 U/Min und 25°C fur 10
Minuten zentrifugiert, um so die DNA von den restlichen Proteinen zu trennen.
Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe von 7 ml 100% Isopropanol, wodurch
sich die DNA ausfallen liel. Zum Lésen der DNA nach dem Trocknen wurde
1ml TE-Puffer zugegeben. Um sicherzustellen, dass diese Methode
kontinuierlich gentigend DNA flr die nachfolgenden Analysen lieferte, wurde die
Konzen-tration der gelosten DNA von jeder Probe photometrisch bestimmt.
Dabei erwies es sich als gunstig, eine Verdunnung der gelosten DNA 1:100 mit
destilliertem Wasser (AMPUWA®) herzustellen. SchlieBlich wurden fiir die
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weiteren Analysen DNA-Verdlinnungen mit einer Konzentration von 50 ng/ul

hergestellt.

2.1.3 DNA-Amplifikation mit PCR

Die PCR ist eine schnelle und effiziente Methode zur Amplifikation von
DNA bzw. speziellen DNA-Abschnitten. Ausgehend von synthetischen
Oligonukleotiden (Primern), die an die denaturierte, einzelstrangige DNA
hybridi-sieren, synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase einen neuen
DNA-Doppelstrang. Durch die Wahl von zwei gegenlaufig orientierten
Oligonukleotid-Primern (forward-Primer und reverse-Primer) kann gezielt eine
bestimmte DNA-Sequenz vervielfaltigt werden. Fir die sequenzspezifische
Hybridisierung der Primer muss eine geeignete Temperatur (Annealing-
Temperatur) gewahlt werden, die mit der Formel (G+C)x 4 + (A+T)x 2 — 5°C
berechnet wird. Dabei stehen die Buchstaben A, T, G und C fur die Anzahl der
entsprechenden Nukleotide in der betreffenden DNA-Sequenz. Beim NBS1-
Exon 6 betragt die Annealing-Temperatur 53,5°C.
Praktisches Vorgehen und verwendete Materialien
Fiar die PCR habe ich 50 pl-Ansatze aus 1yl DNA-Verdunnung der Patienten-
DNA (50 ng/pl) und 49 pl Mastermix hergestellt. Das Mastermix setzte sich
dabei wie folgt zusammen: 1 yl je Primer (forward und reverse; 10 pmol); 0,5 ul
je dNTP (100 mM); 0,25 pl Tag-Polymerase; 5 ul Puffer; 41,25 pl Aqua dest.
Dabei kamen folgende Materialien zur Anwendung:
Primer: NBS- Ex6-F: 5- CAG ATAGTC ACT CCG TTT ACA-3

NBS- Ex6-R-VII: 5°- CAA AAT GAA ATA GGT TAA CA- 3
dNTP: (desoxy-nucleotid-tri-phosphate)

dNTP-L6sung der Firma Rapidozym fur DNA-Polymerisationsreaktionen und
DNA-Labelling-Reaktionen mit den Nukleotiden dATP, dTTP, dGTP und dCTP
in einer Konzentration von 100mM dNTP Lésung (25 pmol von jedem dNTP).

Taqg-Polymerase:

Die GenTherm™ Tag-Polymerase wurde in einer Konzentration von 50 Units/ pl

eingesetzt.
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NHy4-Taqg-Puffer:
160mM (NH4),SO4 + 500mM Tris-HCL (pH 8,8 bei 25°C) + 15 mM MgCI2 +

0,1% Tween®20.
Ich habe eine ,Touchdown“-PCR gemall dem in Tabelle 4 dargestellten PCR-
Protokoll durchgefuhrt.

Temperatur Zeit (Min) Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 5 1
Touchdown-PCR
Denaturierung 95 °C 157
Annealing 63,5°C 4 30" 10 X
Extension 72°C 30"
PCR
Denaturierung 95 °C 20™
Annealing 53.5°C 30" 30X
Extension 72 °C 307
Finale Extension 72°C 7 1

Tabelle 4: PCR-Protokoll

Kontrolle der PCR-Produkte

Die Kontrolle der 291bp-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese in
einem 2%igen Agarosegel. Dazu habe ich aus jedem PCR-Ansatz eine 5 pl-
Probe entnommen, mit 5 pl Stoppmix (EDTA 10mM + Orange G + Saccharose
40% + H20) vermischt, in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
unter einer UV-Lampe beurteilt und fotografiert.
a) Herstellung eines 2%igen Agarosegels:
49 Agarose-Pulver + 200ml TBE-Puffer

Agarose-Pulver:  Gel-Temperatur fur eine 2%ige Losung: 36- 42 °C

Gelstarke eines 2%igen Gels: > 999,9 g/ cm?
TBE-Puffer: 540 g Tris + 257 g Borsaure + 46,5 g EDTA

Nachdem ich das Pulver in der Mikrowelle bei 360 W fiir 5 Minuten im TBE-

Puffer aufgelost hatte, habe ich es mit 50ul Ethidiumbromid versetzt und in

2x24-Kamme gegossen.
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Jeweils in die vorderste Kammer habe ich 5 pl Kb(=Kilobasen)-Leiter pipettiert,
die restlichen Kammern wurden mit je 10 pl Kontrollmischung gefiillt. Die
Gelelektrophorese lief 15 Minuten bei 180V.

2.1.4 Denaturating High Performance Liquid Chromatography
Das Transgenomic WAVE™ DNA Fragment Analysis System ist ein

automatisiertes Verfahren fur die Analyse von DNA-Fragmenten und zur
Identifikation von DNA-Sequenzveranderungen. Das Prinzip der Analysevon
Nukleinsauren mit dem WAVE™ System basiert auf der Flussigkeitschromato-
graphie. Dabei werden die zu analysierenden DNA-Fragmente in einem
speziellen Puffergemisch durch das System geleitet und bilden so die mobile
Phase. Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GroRRe erfolgt durch die
unterschiedliche Adsorption zwischen der Fliissigkeit und der DNASep®-Saule
(stationare Phase).

Zunachst wird ein Mindestvolumen von 2pl aus der DNA-Probe (PCR-Produkte)
entnommen und in die mobile Phase des WAVE™ Systems injiziert. Die
Pufferzusammensetzung wird entsprechend der DNA-Fragmentlange bzw. der
Basenpaarzusammensetzung durch die WAVEmaker3.4®-Software
automatisch berechnet und aus den Puffern A und B zusammengemischt. Eine
Hochdruckpumpe leitet die flissige Phase vom Pufferreservoir ausgehend
durch die DNASep®-Sidule zu einem UV-Detektor. Die analogen Signale
werden in digitale Werte umgewandelt und in Chromatogrammen, z.B. als
Peak-Abfolge, dargestellt.

Praktisches Vorgehen:

Vor dem Start der DHPLC habe ich die PCR-Produkte bei 95°C fur 5 Minuten
denaturiert. Nach dem Zentrifugieren habe ich die Proben im entsprechend
programmierten Transgenomic WAVE™-Gerat unter den in Tabelle 5
dargestellten Bedingungen analysiert.

Testlaufe mit Wildtyp und Positivkontrollen von 657del5 und R215W bei 53°,
54°C, 55°C und 56°C ergaben eine optimale Temperatur von 54°C und 55°C.
Die Probenanalysen fuhrte ich daher jeweils sowohl bei 54°C als auch bei 55°C
durch.
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Materialien:
Puffer A: 50 ml Triethylammoniumacetat (TEAA)
250 pl Acetonitril (100 %ig)
949,75 ml Millipore-Wasser
Puffer B: 50 ml TEAA
250 ml Acetonitril (100 %ig)
700 ml Millipore-Wasser

Puffer C: Acetonitril (8 %ig)
Puffer D: Acetonitril (75 %ig)
Zeit (Min.) Puffer A (%) Puffer B (%)

Laden 0.0 1 49
Startgradient 0.5 46 54
Stopgradient 5.0 37 63
Start Waschen 5.1 0 100
Stop Waschen 5.6 0 100
Start Equilibrieren 57 51 49
Stop Equilibrieren 6.8 51 49

Tabelle 5: DHPLC-Bedingungen fiir NBS71-Exon 6

DNA-Sequenz:
CAGATAGTCACTCCGTTTACAATTTAATAGCAAACATAGTAGTATATAATTA
GAATATACTTTAATTATTTTTACAGTTTTTACCCACCTCTTGATGAACCATCT
ATTGGAAGTAAAAATGTTGATCTGTCAGGACGGCAGGAAAGAAAACAAATC
TTCAAAGGGAAAACATTTATATTTTTGAATGCCAAACAGGTAATTATGTTAT
AAGCTAAATTTTCCTAAAGAATACATTACAAACTAGGATACATTATTAACTCT
TATCAGTAGTIGTTAACGTATTTCATTTTG

2.1.5 Sequenzieren

Ziel der DNA-Sequenzierung ist es, die genaue Nukleotidabfolge in
einem DNA-Fragment zu bestimmen. Dabei wird die DNA zunachst durch
Denaturierung in die einzelstrangige Form uberfuhrt und anschlieRend in einer
Sequenzier-PCR mit einem spezifischen Sequenzierprimerpaar amplifiziert. Der
Sequenzieransatz enthalt neben den Primern und der Polymerase alle vier 2'-

Desoxynucleotidtriphosphate (dNTP) und zusatzlich fluoreszenz-farb-markierte
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2'-3"-Didesoxynucleotidphosphate (ddNTP) der vier Nukleotide (ddATP, ddTTP,
ddCTP, ddGTT). Bei der PCR akzeptiert die Polymerase sowohl die dNTP als
auch die ddNTP als Substrat zur Kettenverlangerung. Wird ein ddNTP
eingebaut, so stoppt die Reaktion danach (Kettenabbruch), da aufgrund der
fehlenden 3'-Hydroxygruppe kein weiteres Nukleotid angefigt werden kann.
Das Verhaltnis von dNTP zu ddNTP muss dabei so gewahlt werden, dass ein
einzelner Strang eine gewisse Lange erreichen kann, bevor ein ddNTP
eingebaut wird. Auf diese Weise entsteht eine Mischung von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Kettenlange, deren 5-Ende jeweils von einem Sequenzier-
primer gebildet wird und deren 3'-Ende aus einem der vier markierten ddNTP
besteht. Anschlieiend werden die DNA-Fragmente in einer Gelelektrophorese
entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt und mit Hilfe eines Chromatogramms
sichtbar gemacht. Mit einer speziellen Software kann die DNA-Sequenz aus
dem Chromatogramm direkt ermittelt werden.

In der vorliegenden Studie habe ich jene Proben, die bei der DHPLC-Analyse
auffallig waren, direkt sequenziert. Hierfir habe ich je 1yl aus den
entsprechenden DNA-Verdinnungen entnommen, gereinigt, gemal einem
speziellen Sequenzier-PCR-Protokoll (Tabelle 6) erneut amplifiziert, erneut
gereinigt und mit dem ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer der Firma Applied

Biosystems analysiert.

Temperatur

Zeit (Min)

Zyklen

Denaturierung

96 °C

10"

Annealing

52°C

157

Extension

60 °C

&

25X

Tabelle 6: PCR-Protokoll fiir die Sequenzierung

Praktisches Vorgehen

Nach Reinigung der PCR-Produkte mit Hilfe von Microcon® PCR-Filtern habe
ich die Herstellung der Sequenzier-PCR-Ansatze wie folgt durchgefihrt:

2,5 ul H,O + 0,5 pl Primer (forward oder reverse) + 1,0 ul ,Big dye ™ +

2,0 pl gereinigte PCR-Produkte

*,Big dye®: (= SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix)
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- AmpliTag® DNA-Polymerase
- fluoreszensmarkierte ddNTPs (dATP (dR6G, grin), dCTP (dTAMRA™,
schwarz), dGTP (DR110, blau), dTTP (dROX™,rot)

- Reaktionspuffer
Zur Reinigung der Seq-PCR-Produkte habe ich eine Ethanolfallung
durchgefuhrt. Dazu habe ich 100ul Rezipitationsmix (4 ml EDTA + 500 ul
Natriumacetat + 45,5 ml Ethanol) zu den Seg-PCR-Produkten gegeben, diese
Mischung fiir 30 Minuten bei 3000 U/Minute zentrifugiert und der Uberstand
abgegossen.
AnschlieRend wurden 200pl 70 %iges Ethanol zugeben, diese Mischung erneut
fur 8 Minuten bei 3000 U/Minuten zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die
Proben getrocknet. Die gereinigten Seq-PCR-Produkte habe ich je nach
Konzentration der Produkte auf ein Endvolumen von 20 ul verdinnt (meist 1:10-
Verdinnung) und auf 96-Well-Platten pipettiert.
Zur Vorbereitung der Proben fiir die Sequenzierung im ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer habe ich eine Mischung aus 0,5 pl SnaPshot Produkten + 9 pl
Hi-Di formamide + 0,5 yl GeneScan™ 120 LIZ™ size standard hergestellt. Bei
dem GeneScan™120 LIZ™ size standard handelt es sich um ein spezielles
Primer-Kit, das in Kombination mit dem SnaPshot Multiplex Kit die Qualitat der
Probenanlyse sichert. Die Analyse der Proben im ABI PRISM® 3100 Sequenzer
erfolgte bei 10kV fur 5 Sekunden, die digitale Datenanalyse erfolgte mit der
GeneScan Analysis Software Version 3.5 und GeneScan™ 120 LIZ™ size

standard analysis parameter files.

2.1.6 Vergleichsanalyse mittels direkter Sequenzierung

Die nachfolgend beschriebenen Analysen wurden im DKFZ in
Heidelberg durchgefuhrt. Die Daten wurden der Autorin zu Vergleichs- und
Publika-tionszwecken zur Verfugung gestellt.

Primer: NBS- Ex6-F-01: 5°-GAG TGT CAG ATA GTC ACT CCG -3’

NBS- Ex6-R-01: 5°-TCA CAC TTT TAC ACA AAATCC -3’
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11 yl-Ansatze fur Standard-PCR-Amplifikation:

10 ng genomische DNA; 1x PCR-Puffer; 1,5 mM MgCly; 0,11 uyM dNTP-
Mischung (Invitrogen, Paisley, UK); 0,15 uM jedes Primers (MWG Biotech AG,
Ebersberg, Germany); 0,4 U PlatinumTaqg DNA polymerase (Invitrogen).

Die PCR wurde in dem Gerat GeneAmp PCR System 9700 Thermocycler
(Applied Biosystems, Foster City, USA) gemal’ dem in Tabelle 7 aufgefuhrten

» 1 ouchdown®“-Protokoll durchgefuhrt.

Temperatur Zeit (Min) Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 2 1
Denaturierung 94 °C 30
Annealing 64°C 20" 5X
Extension 72°C 30"
Denaturierung 94 °C 30
Annealing 62°C 20" 4 X
Extension 72°C 30"
Denaturierung 94 °C 30
Annealing 60°C 20" 4 X
Extension 72 °C 307
Denaturierung 94 °C 25"
Annealing 58°C 20" 6 X
Extension 72 °C 30"
Denaturierung 94 °C 257
Annealing 56°C 20" 33X
Extension 72°C 30"
Finale Extension 72°C 4 1

Tabelle 7: PCR-Protokoll fiir direkte Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde, wie von Frank et al. beschrieben (Frank et al.,
2005), unter Verwendung eines BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) mit einem 10 pl-Ansatz aus vorbehandelten PCR-
Produkten (30 Min. bei 37°C und 15 Min. bei 85°C mit 0,75 ul ExoSaplT®,

Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) und Sequenzierprimern (NBS17-
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Ex6-F-01 und NBS7-Ex6-R-01) nach dem in Tabelle 8 angegebenen Protokoll
durchgefuhrt.

Temperatur Zeit (Min) Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 2 1
Denaturierung 96 °C 30
Annealing 58 °C 10" 27 X
Extension 60 °C 4

Tabelle 8: Sequenzierprotokoll

Die Sequenzierprodukte wurden mit 2-Propanol prazipitiert, mit 75 % Ethanol
gewaschen, in 25 pyl H,O wieder geldst und anschlielRend mit einem ABI Prism
3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems) untersucht. Die Analyse der
Sequenzierdaten erfolgte mit der Sequence Analysis software von Applied
Biosystems und der DNAStar Lasergene Software (DNAStar Inc., Madison,
USA).

2.2 Screening der F222L -Sequenzvariation

Zur Anwendung kam eine von der Firma Sequenom (San Diego, CA,
USA) entwickelte Genotypisierungs-Technologie mit einem ultrahohen
Durchsatz, die im Wesentlichen auf den automatisierten Analyseschritten PCR,
sequenzspezifische Primer-Extensionsreaktion, MALDI-TOF-Massenspektro-
metrie und Software-unterstitzter Auswertung der Spektren zur Identifizierung
der Genotypen beruht. Die oben genannten Arbeitsschritte wurden von der

Firma Sequenom an deren Hauptsitz in San Diego, Californien, durchgeflhrt.

2.2.1 Patientengut

Das Patientenkollektiv bestand aus 335 weiblichen und 297 mannlichen
Melanompatienten mit einem Durchschnittsalter von 51,7 bzw. 54,9 Jahren. Fur
alle teilnehmenden Melanompatienten lag ein histologischer Nachweis der
Erkrankung vor. Sie wurden im Rahmen des Melanom-Nachsorge-Programmes
der Hautklinik des Tubinger Universitatsklinikums akquiriert. Die Kontrollgruppe

wurde an der Poliklinik der selben Klinik rekrutiert und setzte sich aus 615 nicht-
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verwandten Individuen zusammen, bei denen zum Zeitpunkt der Untersuchung
keinerlei Krebserkrankung diagnostiziert war. Es handelte sich dabei um 310
Frauen und 305 Mannern mit einem Durchschnittsalter von 45,6 bzw. 45,7

Jahren. Das Alter bei Diagnosestellung rangierte in beiden Gruppen von 14 bis

87 Jahre. Weitere Daten zur Studienpopulation sind Tabellen 9 zu entnehmen.

Patienten | Kontrollen
Anzahl der Individuen | gesamt 632 615
weiblich 335 310
mannlich 297 305
Alter Minimum (in Jahren) 12 14
Maximum (in Jahren) 87 87
Mittelwert (in Jahren) 50.39 45.68
E;';:ae“kungsa"m 40| weiblich (n [%]) 102 [30,4]
mannlich (n [%]) 59 [19,8]
Daten verfugbar (n [%]) 623 [98,6] | 615[100,0]
Abstammung LBneEzj/oe])Elterntene deutscher Herkunft 502 [79,4] 451 [73,3]
>= 1 Elternteil nicht deutscher Herkunft,
aber europaisch (n [%]) 86 [13,6] 7912.8]
>= 1 Elternteil nicht europaischer
Herkunft (n [%]) i 4417.0] 85[13.8]
Daten verfugbar (n [%]) 623 [100,0] | 615[100,0]
Tumordicke Minimum in situ
Maximum (mm) 10
Mittelwert (mm) 1,79
Daten verfugbar (n [%]) 576 [91,1]
Histologie (Snu[pl))z;)fiziell spreizendes Melanom 371 [631]
Nodulares Melanom (n [%]) 100 [17,0]
Acro-lentigindses Melanom (n [%)]) 35 [6,0]
Lentigo Maligna Melanoma (n [%]) 22 [3,7]
Andere (n [%)]) 60 [10,2]
Daten verfugbar (n [%]) 588 [93,0]
Lokalisation Extremitaten (n [%]) 271 [48,6]
davon bei weibl. Patienten 187 [69,0]
davon bei mannl. Patienten 84 [30,9]
Korperstamm (n [%]) 219 [39,2]
davon bei weibl. Patienten 87 [39,7]
davon bei mannl. Patienten 132 [60,3]
Kopf (n [%]) 50 [9,0]
Andere (n [%]) 18 [3,2]
Daten verfugbar (n [%]) 558 [88,3]

Tabelle 9: Populationsdaten der F222L-Studie
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Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Softwareprogramm Excel sowie
mit einem online verfiigbaren Pearson's -x*-Test (Freiheitsgrad m=1) (verfigbar

unter: http:/statpages.org/ctab2x2.html).

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zunachst wurde die DNA aus 5-9ml EDTA-Venenblut isoliert und ge-
reinigt (PUREGENE® DNA Purification Kit). Die Bestimmung der genomischen
DNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe von Fluoroskan Ascent® (Thermo Lab-
systems) (Aktivierung 485 nm, Abstrahlung 538 nm) mit PicoGreen®
Reagenzien (Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit) anhand des
Herstellerprotokolls. Anschlie3end wurde die DNA auf eine
Standardkonzentration von 5 ng/pl verdinnt. Alle Assays wurden unter
standardisierten PCR-Konditionen durchgeflhrt.

Primerdesign:

Mit dem Programm Spectrodesigner wurden die PCR Primer erstellt, die den
SNP, hier F222L, flankieren und Produkte von 80-120 bp Lange erzeugten. Die
PCR Primer mussten dabei mindestens 10 bp vom SNP entfernt sein und
bestimmte Kompositionskriterien erfullten: %G+C 40-70%, Mischung aus allen
4 Basen, Verteilung der Basen im Primer. Angestrebte Schmelztemperatur war
60°C. Die Auswahl des Extensionsprimers erfolgte so, dass er genau neben
dem SNP zum Liegen kam und die Extension Uber den SNP exakte Extensions-
produkte erzeugte. Die angestrebte Schmelztemperatur war 53°C. Alle Primer
mussten daraufhin Uberpruft werden, dass sie nur einmal im Genom binden und
nicht miteinander interagieren. Der PCR Primer, der den Strang komplementar
zum Extensionsprimer erzeugte, wurde zusatzlich mit einer Universalsequenz
versehen, die spater den Einbau eines Biotinmolekuls ermoglichte.

Fur F222L kamen folgende Primer (5°-3") zum Einsatz:

PCR Primer 1: AACATAATTACCTGTTTGGC

PCR Primer 2: AAAAATGTTGATCTGTCAGG

Extensionsprimer : CAAAAATATAAATGTTTTCCCTTTGA
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2,5 ng genomische DNA, 0,1 Units Tag-Polymerase (HotStarTaqg™ Qiagen), 20
umol von jedem dNTP, 2,5 pmol des nicht-biotinylierten, genspezifischen PCR
Primers Nr. 1, 2 pmol des genspezifischen PCR Primers Nr. 2 und 10 pmol
eines biotinylierten Universalsequenz-Primers (5-bio-AGA ACC CAT GCG
GCA GCA AGG-3’) wurden gemald dem in Tabelle 10 dargestellten PCR-Profil

amplifiziert.

Temperatur Zeit (Min) Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 15° 1
Denaturierung 95 °C 20"
Annealing 56°C 30" 45X
Extension 72°C 30"
Finale Extension 72°C 3 1

Tabelle 10: PCR-Protokoll fiir F222L

AnschlieRend erfolgte die Immobilisation der PCR Produkte Uber den Biotinrest
an Streptavidin-beschichteten paramagnetischen Beads (Dynal, Oslo). Zur
Denaturierung des Doppelstranges wurden 50 pl von 0,1 M NaOH bei
Raumtemperatur zugegeben. Nach Entfernung der NaOH Ldésung und
Neutralisation mit 10 mM TrisHClI Ldésung wurden die Beads mit den
einzelstrangigen PCR Produkten fur die Primerverlangerung durch
MassEXTEND Reaktion verwendet (Jurinke et al., 2002).

2.2.3 Primerextension mittels MassEXTEND

Ziel der MassEXTEND-Reaktionen ist es, allelspezifische Produkte zu
erzeugen. Der assayspezifische anti-sense-Extensionsprimer wurde dem
einzelstrangigen Template zugegeben. Er hybridisierte neben dem zu
genotypisierenden SNP und wurde mit Deoxynukleotidtriphosphaten und einer
DNA-Polymerase verlangert, bis es durch den Einbau eines Dideoxynukleotid-
triphosphates zum Abbruch der DNA-Synthese kam. Die Primer-Extension-
reaktionen erfolgten in der vorliegenden Studie durch Triple-Terminator-Mix.
Dieser Terminationsmix ermoglichte die Verlangerung der Primers oder den

Abbruch des Stranges. Die letzte Reaktion von 15 pl umfasste 1 Einheit
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Thermosequenase (Thermo Sequenase™Il, Amersham Biosciences), 50 uM
des Terminatoren-Mixes und 10 pmol assay-spezifische MassEXTEND
Primers. Die Extensionsreaktion wurde gemaf dem in Tabelle 11 dargestellten
Protokoll durchgefuhrt.

Temperatur Zeit (Min) Zyklen
Initiale Denaturierung 80°C 30" 1
Extension 45°C 157 3
Finale Extension 72°C 1 1

Tabelle 11: Protokoll der Primerextension mittels MassEXTEND

Nach Reinigung der Extensionsprodukte mit Polystyren-Divinylbenzen-
Sulfonsaure-Harz (Clean Resin, SEQUENOM) wurden 15 nl jeder Probe mit
Hilfe einer piezoelektrischen Pipettiervorrichtung (SpectroPOINT™ Spotting
Dispenser, SEQUENOM) auf einen Silizium Chip mit 384 Elementen
(SpectroCHIP®Bioarray, SEQUENOM) aufgebracht. Die Produkte bilden hier
homogene Kristalle mit der Matrix (3-Hydroxy-Picolin-Saure; 3-HPA), die aus
niedermolekularen organischen Molekulen besteht und die ultraviolette

Strahlung stark absorbiert.

2.2.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Mit der Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) kann das exakte Molekulargewicht
einer DNA-Probe gemessen werden. Das MassARRAY Massenspektrometer
(Bruker-SEQUENOM) besteht aus einer lonenquelle, einem Massenanalysator
und einem Massendetektor. Das 384-well Chip mit der kristallférmige Matrix-
Analyt-Mischung wurde flr Nanosekunden unter Vakuumbedingungen durch
einen ultravioletten (337 nm) Nitrogen-Laserpuls (SpectroREADER™ Genotype
Analyzer, SEQUENOM) beschossen. Durch Absorption des Laserstrahls
transformiert der Analyt dabei in einen ionisierten, gasformigen Zustand.
AnschlieBend wurden die Analytmolekile durch das Spannungsfeld des
Massenspektrometers beschleunigt und in den Massenanalysator gelenkt. Die
Geschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum Masse-Ladung

Quotienten und je groRer die Masse, desto langer ist die Flugzeit. Das
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Molekulargewicht des Analyten wurde schliellich durch eine Flugzeitanalyse
bestimmt. Fir das endgultige Sepktrum wurden 20 Lasershots pro Element
durchgefuhrt. Die Bearbeitung und Analyse der Massenspektren erfolgte mit
Hilfe einer Software (SpectroTYPER™ RT Workstation, SEQUENOM), die auf
Algorithmen zur Basislinien-Korrektur, Peak-ldentifikation und Peakflachen-
Kalkulation beruht. Korrigierte Peakflachen beider Allele wurden fir die

Kalkulation der Allelfrequenzen herangezogen.

2.3 Molekulargenetische Assoziationsstudie

2.3.1 Patientengut

Das Studienkollektiv der molekulargenetischen Assoziationsstudie
2.2.1 Die

Genotypisierungen wurden im Rahmen der Studie als Auftrag von der Firma

entsprach  der unter beschriebenen  Studienpopulation.

Sequenom, San Diego, Californien, durchgefihrt.

2.3.2 Praparation der DNA-Pools und Genotypisierung

Im Rahmen der Assoziationsstudie des NBS7-Gens zum malignen
Melanom wurden 3 SNPs aus der dbSNP-Datenbank des National Center for

Biotechnology Information (NCBI) getestet (Tabelle 12).

dbSNP ID* Chromosom Position im Chromosom” Genregion

rs9995 8 90902639 3UTR
rs867185 8 90931733 Intron 8
rs1063045 8 90951602 Exon 2 (L34L )

Tabelle 12: Untersuchte SNPs im NBS7-Gen
3SNP-Identifikationsnummer aus der dbSNP-Datenbank des NCBI. °NCBI Genome Build 34.

dbSNP ID PCR Primer 1 PCR Primer 2 Extensionsprimer

rs9995

TAGATGCAAGTCTCTTGTCG

ACAGTCAAGCCACAGACTAG

GCAAGTCTCTTGTCGGATATA

rs867185

CACCACCATTTCTCAAAACG

CAAGCTGAGTCTTAAAGCTG

AAGCCATTTGTACTGCAATGT

rs1063045

TGGCGTTGAGTACGTTGTTG

CATGATTTCGGCTGATCGAC

GAAAAACTGTGCCATTCT

Tabelle 13: In der Assoziationsstudie verwendete hME Primer (5°-3°)
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Die DNA-Praparation, Amplifikation und Analysen erfolgten wie in den Ab-
schnitten 2.2.2- 2.2.4 beschrieben. Es wurden vier DNA-Pools generiert: (1)
weibliche Melanompatienten, (2) mannliche Melanompatienten, (3) weibliche
Kontrollpersonen, (4) mannliche Kontrollpersonen. Um sicher zustellen, dass
eine konstante Menge von jeder DNA-Probe in den Pool einging, wurden
aquimolare Anteile der individuellen DNA-Proben (83 pg pro Patient) durch
automatisiertes Pipettieren (Hamilton ML2200 und Vivace) in ein Sammelgefaf
transferiert. Nach dem Mischen erfolgte zunachst die Entnahme von 25 ng aus
jedem DNA-Pool, dann die Verdinnung auf eine Arbeitskonzentration von 5
ng/ul.

Far die individuelle Genotypisierung kamen nur 2,5 ng DNA pro Individuum im

Arbeitsansatz zur Analyse.

2.3.3 Statistische Analyse

Die ermittelten Genotypfrequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe eines
online verfugbaren Statistik-Tools (verfugbar unter: http:/statpages.org/
ctab2x2.html; http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl, Institut fir Humangenetik des
GSF-Forschungszentrums fur Umwelt und Gesundheit, Munchen-Neuherberg,
Germany) auf eine Assoziation mit einem erhdhten Melanomrisiko hin getestet.
Diese statistischen Analysen basierten auf dem Pearson's -x*-Test
(Freiheitsgrad m=1) und wurden in Anlehnung an die von Sasieni beschriebene
Methode angewendet (Sasieni, 1997). Dieselben Tools kamen auch zu
Anwendung, um Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in den
Fall- und Kontroll-populationen zu analysieren.

Bei dem x*Test (Vier-Felder-Test) wird untersucht, ob die beobachteten
Haufigkeiten zweier Merkmale oder Ereignisse sich maligeblich von solchen
Haufigkeiten unterscheiden, die man aufgrund einer bestimmten Annahme
(Nullhypothese Hy) erwartet. Die Nullhypothese Hy besagt, dass die Ereignisse
bzw. Merkmale unabhangig voneinander sind, wohingegen eine Alternativ-
hypothese H; von einer Abhangigkeit ausgeht. Man betrachtet also zwei
Alternativmerkmale, in unserem Fall einerseits das entsprechende Allel und
andererseits den Krankheitsstatus bezogen auf das Melanom. Die

Auspragungen der beiden Merkmale, hier z. B. C-Allel bzw. T-Allel und
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Melanompatient bzw. Kontrollperson, und deren vier
Kombinationsmoglichkeiten a, b, ¢, und d lassen sich anschaulich in einer

Vierfeldertafel darstellen:

Kontrollen Patienten
C-Allel a b a+b
T-Allel c d c+d
atc b+d atb+c+d=n

Die PriifgroRe x? mit folgender Formel berechnet:

X% = n-(ad-bc)? / (a+b)(a+c)(c+d)(b+d)

Unter der Nullhypothese wurden nun alle beobachteten mit den erwarteten
Haufigkeiten (ibereinstimmen, d. h. es ware x*= 0. Je weiter die beobachteten
von den erwarteten Haufigkeiten abweichen, desto groRer ist die PriifgroRe x>.
Liegt nun der Wert der PriifgroRe innerhalb des Intervalls [0, X, 1-alpha], SO wird
die Nullhypothese auf dem alpha-Niveau beibehalten, d. h. man nimmt an, dass
keine Abhangigkeit der beiden Merkmale vorliegt. Fur alpha= 0,5 ware x21, 0,95~
3,841. Ist der Wert der errechneten PriifgroRe groRer als dieser x21 o, gs-Wert,
so wird die Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen,
namlich dass es eine Abhangigkeit/ Assoziation zwischen den beiden Merk-
malen gibt.

In den DNA-Pools wurden zunachst die prozentualen Anteile jeweils der beiden
Allele des Polymorphismus bestimmt und daraus die absoluten Zahlen der
Genotypen berechnet. Bestand ein Pool beispielsweise aus 500 Personen und
ergab das Allel "T" bespielsweise 40%, dann ergab sich daraus 400 "T-Allele"
und 600 "nicht T-Allele". Nach der Berechnung der Werte fur den Kontrollpool
konnten diese Werte in eine Vierfeldertafel eingetragen werden und mit Hilfe
eines x>-Tests (online verfiigbar unter: http:/statpages.org/ctab2x2.html)
ausgewertet werden. Ein statistisches Signifikanzniveau von P < 0,05 wurde
festgelegt, was einer 5%igen Irrtumswahrscheinlichkeit bzw. einer 95%igen
Sicherheit entspricht (Kammerer et al., 2004; Bansal et al., 2002).
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2.3.4 Rekonstruktion und Analyse der Haplotypen

Um darUber hinaus zu Uberprufen, ob durch die Analyse der aus dem
Patientengut rekonstruierbaren Haplotypen eine Assoziation zur Melanom-
erkrankung festzustellen ist (im Gegensatz zu einzelnen SNPs), wurden diese
fur jedes genotypisierte Individuum rekonstruiert. Dabei kam die von Stephens
et. al (Stephens et al., 2001; Stephens und Donnelly, 2003) entwickelte
Methode unter Verwendung des Softwareprogramm PHASE (Version 1.0;
verfugbar unter: http.//www.stat.washington.edu/stephens) zur Anwendung. Das
Ausmall des Kopplungsungleichgewichtes (Linkage Disequilibrium, LD)
zwischen jeden SNP-Paar wurde als die Differenz der beiden
Haplotypenfrequenzen kalkuliert, indem die haufigsten Allele jedes SNPs und
das Produkt der beobachteten Haplotypenfrequenzen verwendet wurden.
Mittels eines anschlieRenden x*Tests mit YATES-Korrektur fiir kleine
Fallzahlen (verfugbar unter: http://ihg.gsf.de/cqi-binfhw/hwa1.pl) wurde die
statistische Signifikanz von Abweichungen dieses LD vom Nullwert Uberpruft
(Meyer et al., 2003). Auch hier galten P-Werte < 0,05 als statistisch relevant.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientengut

Die Auswertungen der Patientendaten aus der NBS7-Exon6-Analyse,

die in Tabelle 3 (Kapitel 2.1.1) dargestellt sind, ergaben folgende signifikante
Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Melanompatienten: Bei den
unter 40 jahrigen Patienten (Subgruppe E) zeigte sich, dass Frauen deutlich
frher als Manner erkranken. 58 von 169 Frauen (34,3%) und nur 43 von 207
Manner (20,8%) zahlten in diese Gruppe (P= 0,003).
Wie in Abbildung 3 gezeigt, wurde weiterhin deutlich, dass Frauen im Vergleich
haufiger an den unteren Extremitaten, Manner dagegen bevorzugt am
Korperstamm Melanome aufweisen. So waren bei den Frauen 130 von 200
(65%) insgesamt auswertbaren Melanomen an den Extremitaten lokalisiert,
davon 102 (78,5%) an den unteren Extremitaten. Bei den Mannern hingegen
waren nur 76 von 225 (33,8%) an den Extremitaten zu finden, davon 45
(59,2%) an den Beinen (P< 0,05). Fur die Melanomlokalisation am
Kdrperstamm ergab sich bei den Frauen die Werte 58 von 200 (29%) und bei
den Mannern 125 von 225 (55,6%) (P< 0,05).

A* 60%

50%

40%

30%

20%

10%

0% -
Kopf Stamm Extremitaten Arme  Extremitaten Beine

Abbildung 3: Verteilung und Lokalisation aller auswertbaren Melanome

*Gesamtanzahl der auswertbaren Melanome; rote Balken: Anteile bei den Frauen; blaue
Balken: Anteile bei den Mannern
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Die statistische Auswertung der Daten des in Tabelle 8 (Kapitel 2.2.1)
dargestellten Patientengutes der F222L-Analyse und der Assoziationsstudie
ergab, dass 102 von 335 (30,4%) Melanompatientinnen und nur 59 von 297
Melanompatienten (19,8%) mit einem Alter unter 40 Jahre erkrankten (P=
0,002). Weiterhin traten von insgesamt 271 Melanomen, die an Extremitaten
lokalisiert waren, 187 (69,0%) bei weiblichen Patienten und 84 (30,9%) bei
mannlichen Patienten auf (P< 0,05). 219 der auswertbaren Melanome waren
am Korperstamm lokalisiert, davon 87 (39,7%) bei Frauen und 132 (60,3%) bei
Mannern (P< 0,05).

3.2 Sequenzvariationen in NBS7- Exon 6

Die PCR lieferte von allen 376 DNA-Proben verwendbare Produkte, die
ich mit dem Transgenomic WAVE™ DNA-Fragment Analysis System
untersucht habe. Bei allen DHPLC-Laufen lief jeweils eine Wildtypprobe als
Negativkontrolle und je eine Probe mit der Mutationen 657del5 und R215W als
Positivkontrollen mit. Bei den Patientenproben 0098HH, 0178RW, 0251EA
konnte ich auffallige Kurven identifizieren. Abbildung 4 zeigt neben den Positiv-
und Negativkontrollen die auffaligen DHPLC-Kurven. Die Patientenprobe
0178RW zeigte dabei die Kurve der 657del5-Mutation, bei den Proben 0098HH
und 0241EA sind die Bezeichnungen der identifizierten Sequenzvarianten in
Klammern notiert. Abbildung 5 zeigt die auffalligen Kurven im direkten

Vergleich.
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Abbildung 4: DHPLC-Kurven (Einzeldarstellung)
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Abbildung 5: DHPLC-Kurven (Direktvergleich)

Die Sequenzierung der bei der DHPLC auffalligen Proben habe ich mit dem ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer durchgefiihrt. Dabei konnte ich die folgenden 3
Sequenzveranderungen identifizieren:

Probe 0098HH: V210F (G628T)

Hierbei handelt es sich um einen Austausch der Nukleotide G durch T, was zum
Einbau von Phenylalanin (TTT) statt Valin (GTT) an Position 210 im
Nibrinprotein fuhrt.

Probe 0178RW: 657del5 (657del ACAAA)

Diese bekannte Mutation fihrt zu einer Deletion von 5 Nukleotide an Position
657 von NBST1.

Probe 0251EA: F2221 (C664T)

Hier erfolgt ein Austausch der Nukleotide T durch C, was zum Einbau von
Leucin (CTC) statt Phenylalanin (TTC) an Position 222 im Genprodukt flhrt.
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Im Rahmen der Vergleichsstudie mit direkter Sequenzierung lieferten 374 der
376 Proben auswertbare Ergebnisse. Dabei wurde in einer weiteren
Patientenprobe (0130PE) die Punktmutation R215W (C643T) identifiziert. Bei
dieser Sequenzvariante wird das Nukleotid C durch T ersetzt, was den Einbau
von Tryptophan (TGG) statt Arginin (CGG) in die Aminosauresequenz zur Folge
hat. Diese Sequenzveranderung konnte bei der DHPLC nicht identifiziert

werden.

Abbildung 6 zeigt die vollstandige Sequenz des NBS7-Gens, in der alle
identifizierten Veranderungen farblich markiert sind. In Abbildung 7 sind die
Folgen der Sequenzveranderungen auf die Aminosaureabfolge in Genprodukt

dargestellt.

DEFINITION Homo sapiens gene for NBS1, complete cds.
ACCESSION AB013139
source 1..56500
/organism="Homo sapiens"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="8"
/map="8qg21"
/sub_clone="RG255A7"

4621 ttccttttcc aaccaccagg tggcgggcaa gcgcccaagt cgcactcccg cctcatccaa
4681 ggcagcctgc gtggctcccg ggagcgcgca cgtcccggag cccatgccga ccgcaggcgce
4741 cgtatccgcg ctcgtctagec agccccggtt acgcggttge acgtcggccc cagccctgag Exonl
4801 gagccggacc gatgtggaaa ctgctgcccg ccgcgggccce ggcaggaggt aagggcagaa
4861 gggaagcctc ggggcctatt ttcccggtag cgactgcctc gggggagggce ctgcgggtga

6421 catacctata tcatatacac ttacatgtat gtgtgtgttc gtgtacatgt gtatgtgtct
6481 atcaacttat ctttttttaa aaaaaaattt atctcaggag aaccatacag acttttgact Exon2
6541 ggcgttgagt acgttgttgg aaggaaaaac tgtgccattc tgattgaaaa tgatcagtcg
6601 atcagccgaa atcatgctgt gttaactgct aacttttctg taaccaacct ggtatgttac
6661 taattttatt tcactagttt ccagtaaggg ggttgaaatc acaaaatatt ctcttggttt
6721 gtatgtgaga gagagttcac aggatttgtc attttataga gctgtgtaga cttttttaat

7681 gaattgttag ttgagtgatc ttcctctcaa ggcaaccgaa gcagtaattg ttgtctgccg
7741 tgttgggagg ttagccacct gcctattgtc ttttcttttg aaaacttttt ctctgagaag
7801 tgaatgtact gagtggtaaa agactttaaa ttatttgcta acttttcaga gtcaaacaga Exon3
7861 tgaaatccct gtattgacat taaaagataa ttctaagtat ggtacctttg ttaatgagga
7921 aaaaatgcag aatggctttt cccgaacttt gaagtcgggg gatggtatta cttttggagt
7981 gtttggaagt aaattcaggt aagacatttt aaaattgatt ttaaaatgga cagctttgtt
8041 tcagccaaat cctaaaggaa aatgatattt ctgattaatg aatttaaaac agtataattt
8101 agttcctgct tagcacagta ttggactctg tgccatgggt ggtgagtgca ttttgtacat

8401 ttaaagtttt aaagtactaa aaattgccat ctctgcaact ctgatactat gactttattt
8461 aacttattct catttacaga atagagtatg agcctttggt tgcatgctct tcttgtttag Exon4
8521 atgtctctgg gaaaactgct ttaaatcaag ctatattgca acttggagga tttactgtaa
8581 acaattggac agaagaatgc actcaccttg tcatggtatc agtgaaagtt accattaaag
8641 taggttgaat gtcttgttct tatgttaaaa ataagttatt tgaatttaag cttacccact
8701 atacacagat ttttttttaa ttactttaaa actatcagaa ctgttagttg tagatttata

10921 agagagatga aagggaaaac attatttttt atggatgtaa acagcctctt tgtagtttat
10981 aacttaaaac ttttctttaa aaaatgctag catgtgaata tatatattca catgttttct
11041 tcattgtaga caatatgtgc actcatttgt ggacgtccaa ttgtaaagcc agaatatttt Exonb5
11101 actgaattcc tgaaagcagt tgagtccaag aagcagcctc cacaaattga aaggtatatt
11161 atgtatttta aatataacaa gatgtcactt atatgatagc attgattttt atttaagtta
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17941
18001
18061
18121
18181
18241
18301
18721
18781
18841
18901
18961
19021
24721
24781
24841
24901
24961
25021
30361
30421
30481
30541
30601
30661
30721
33661
33721
33781
33841
33901
33961
34021
34081
34141
35581
35641
35701
35761
35821
35881
35941
36001
36061
36121
36181
41341
41401
41461
41521
41581
42961
43021
43081
43141
43201
43261
45901
45961
46021
46081
46141
52141
52201
52261

cagataaaat
agtgtcagat
tatactttaa
aaaatgttga
tatttttgaa
acaaactagg
tttgtgtaaa

tcttgaattg
attttacttt
tctttggagg
ttttggctcc
ctgactgtca
ttctttatta

attatagtac
aagaggttgce
tacttaaact
gattggcggt
caggtaattg
ctaaatatac

tgttttgtgt
tccecctecage
cagttgtgat
accaagcctt
cactacaaca
cattaccgta
ccctttatca

ttgctttctt
ggttatatta
ttgattattt
aaatcaaagt
taaaggagtc
agatgagaat
aagatagggc
ccaaaaaaag
tttatactgt

tgtgaactaa
cattttcttg
caagaaatgt
acacaacctg
cctgtggaca
aaaaattctg
atggatgatg
gagttagaaa
ccaaggatgg
aaaatatctg
acaggtactt

ggtcatacat
ttattcaaaa
tttttatttt
actcactatg
tttggcttac

aacattttta
tgacttttct
aatgacaaac
agatcactgg
ggtcaactaa
gtcagtgttt

ttggcactta
tttgtttgtt
agcaggaaaa
gaatacagaa
agaaacttgc

ggatcagttg
ggaaatctct
actgagcaaa

tcttacttaa
agtcactccg
ttatttttac
tctgtcagga
tgccaaacag
atacattatt

agtgtgaagt

tacttctatg
aaaaaatgtt
tggggaagct
gggaacgtgt
gaagaaatgg
gtaaaaaact

tctgcatttg
tttatcttga
attttattct
gattttcatg
aagcattatt
gttactcata

ttgttggtac
atggtatagt
tctttcttte
tcacaaggcg
tacgtagctg
ctattgttat
ggttgtctct

gggatggtaa
cgttagaact
accttgcatt
ctccaaaatg
ctgcaaaaca
cccaaactat
ttctcagcag
gtctgttttt
tgtagaatgg

atggagggag
ttttgtttte
cttcatgcaa
ctacaccctc
caaactcaga
ccagtaaatc
tggccataga
ttgatgtgaa
atatagaaac
taagtaacat
tcgattttgt

aacatgaata
ggccaagaag
atttctttag
gtcagctaaa
ggggactgtc

ctatttttte
ttgttatttc
ttcaggatga
tgattaaaaa
aaaatttcaa
gaaatgtttt

tgcatgattt
aatatgattt
cttccacaca
ctagaagagt
ttaaattgca

aatgaaatat
aagatgacag
tgtttgaaat

aaaaaatact

agtttttacc
cggcaggaaa
gtaattatgt
aactcttatc
agaataaaaa

tttcccaaat
tccttceatt
aggttgataa
gttgttgata
attcagtcaa
gcaagtagga

aaattctgtc
cattatctga
aataggcaag
actacaaaga
ttattgattc
tacttgctag

cactcattgg
ctaacaattt
tacttgtgtg
tgtcagttga
acacagaatc
tattctatca

tgagagagaa

aatatattca
atttaacgat
cttttetttt
gaacaaaaat
agctctaata
cagctttcac
cagcagacca
gataacttct
tattgtcttt

tgatgaatat
ttcttttttt
atcagcaaga
attgtggaaa
caataactta
tcatgctgca
agatgaagta
agttcaaaaa
aaatgacact
tttaaatgag
attgacagta

tctcttaagt
tgatagaaac
caagaaaatg
gaaatatctg
atctcatcaa

aggtatttga
ttctctttct
tagtgagatg
ctctacttcc
gaaattcaaa
tagagatacc

accatctttg
actgtactac
tcattggagg

ggctaaggca
ctttggtcca

tgtagaggca
tgacctatca
tatgttaatt

ataaaggtat
aatagcaaac
cacctcttga
gaaa t
tataagctaa
agtagttgtt
aaccccaggc

caaattctta
tttagcataa
cagaagagaa
caggaataac
taatggatat
gattttatgt

tataccataa
ataaaagttg
gtcttagacc
attactgtga
gttagcaact
gggtgaccat

agaaaaccat
taagtgacca
atttacagga
tgaaaaacta
agagcaagca
ataaattaat
agcatggaag

gtgtattttt
ctttgtttct
tctacaggga
tcagaatgct
ataatagtat
caactaaatt
actccatcag
ctcatgtctc
agtctgttct

tgccaaacta
ttaaatctaa
atagaaacgt
aataaggagc
tttacagata
gaaaagctaa
ttggaacagt
caggaggaag
ttcagtgatg
aggtatagta
tgagcatcca

ttttagaaag
ataccatttt
aaattgggaa
tgagaaacgt
tttttgtgat

acttttttcet
tacctatcca
cttccaaaaa
agaaatccat
aaggtaggta
agtgatgcta

ctttttaatc
ttttattatt
atcagatcta

ggaaatggag
ttatggtggce

agaactcaga
ctatagcaat
ttgacaggta

tatggaaatt
atagtagtat
tgaaccatct
cttcaaaggg
attttcctaa

cgtatttce
accagacctg

tgtgttcaaa
gaaattgagt
tgaagaagaa
aaactcacag
gctccaaagg
ttaacctttt

aattatttgg
ctagttttaa
tattcctgaa
tcctcagggce
ttattatgta
attcaccatg

gtgcagtatt
gatgttcatc
ttaaagacaa
atgccaagcg
gatacatggt
agtatattca
aatgggatac

gtctaaaaat
ctattaaagt
tttgagtgaa
ttcacaagat
ggtatcaaat
gccaagtata
aaactacttt
tgaaaaaaaa
gattaagtat

aatggttact
gggaaaggga
cttgttctct
agcatctatc
cagatttaaa
gatcaaataa
tattcaagga
atgtcaatgt
aagcagtacc
catagaagct
ttaatgtctt

gaaccatttt
attactccta
gaaacgtgaa
tttattaatt
tttacattct

atagattccc
tcttaaccce
agctgttatt
ctggcataaa
tttcaactgt
aacaaagata

tttttaaaaa
caataggtca
atagctcatc
gttagtagga
cttcaagcaa

tgtggtgacc
tcattaacta
caaaatcaac

atgccttttg
ataattagaa
attggaagta
aaaacattta
agaatacatt
attttgggat
cccagtgatc

aaattactac
tcecgecagttg
cataatttct
accttaattc
tatagaatta
ttgttgcttt

gaggaaaaaa
tatattatca
gcagaaattg
catcccagta
aatcgataag
ttttaaaatt

ccctagttaa
ttctatctag
caactccagg
ccccagtgaa
aaagcttctt
ggaagtaatg
cagggaaaat

tatcttctaa
tgctgtaaac
aggccaaaag
gcacccactg
actttggcta
aataaaagta
cagccgtcta
atgaaagttt
gcttctgetg

tagctgtgtt
tgaagaaaat
tttagaacaa
tgagaatgag
atctattgtg
aaaaagggaa
cacaaaacca
tagaaaaagg
agaaagtagc
tagaatgcta
taacactcag

acacttcatc
tgaacagtat
ctcaaggaag
tttatacaga
taggattatt

aaatgacaag
atttaagaac
gactgaattt
tgatgattat
atcacaagag
aaagcagttt

aatggtcatt
catatcctgg
atgctcgaaa
agtgaggccc
attcttctta

tccaggatgt
tatattcacc
atgcaaaaga

F-Primer
Exon6
*1;*2;

R-Primer

Exon7

Exon8

Exon9

ExonlO

Exonll

Exonl2

Exonl3

Exonl4

Exonl5
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52321 agagtctctt gctgatgatc tttttaggta aagtttgatt cacctttctc atgtaccttt
52381 gagagatgta tataaaattt agttctgttc atagaaatta agaatttgtt tcttctgtcc

53641 acaaaattgt cattcccatc ctatttgcca aagtgtgact acagtttgaa agttctttac
53701 ctttaaaaga aataccatcc cttatctaaa tatcatttaa ccccatttct ttctttgcag
53761 atacaatcct tatttaaaaa ggagaagata actgaggatt ttaaaaagaa gccatggaaa Exonlé6
53821 aacttcctag taagcatcta cttcaggcca acaaggttat atgaatatat agtgtataga
53881 agcgatttaa gttacaatgt tttatggcct aaatttatta aataaaatgc acaaaacttt
53941 gattcttttg tatgtaacaa ttgtttgttc tgttttcagg ctttgtcatt gcatcttttt
54001 ttcattttta aatgtgtttt gtttattaaa tagttaatat agtcacagtt caaaattcta

Abbildung 6: Lokalisation der Verdanderungen in der NBS7-Gensequenz

*1: V210F (GTT—>TTT); *2: R215W (CGG—->TGG); ; *3: F222L (TTC—CTCQC)
(Quelle: www.bioinfo.weizman.ac.il- modifiziert)

V210F, R214W, F222L.:

.................. ttatttttac agt/ttt/tac/cca/cct/ctt/gat/gaa/cca/tct/att/gga/agt/ Exonb6
196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207
Phe Tyr Pro Pro Leu Asp Glu Pro Ser Ile Gly Ser

aaa/aat/gtt/gat/ctg/tca/gga/cgg/cag/gaa/aga/aaa/caa/atc/ttc/aaa/ggg/aaa/

208 209 210 211 212 213 214 216 217 218 219 220 221 222 223 224 227
Lys Asn Val Asp Leu Ser Gly Gln Glu Arg Lys Gln Ile Phe Lys Gly Lys
) )
Phe Leu

aca/ttt/ata/ttt/ttg/aat/gcc/aaa/cag/gta/att/atg/tta/tag/ctaa attttccta Introné
228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 240
Thr Phe Ile Phe Leu Asn Ala Lys Gln Val Ile Met Leu Ter

aagaatacatt acaaactagg atacattatt aactcttatc agtagttgttu.

657del5-Mutation:

................... ttatttttac agt/ttt/tac/cca/cct/ctt/gat/gaa/cca/tct/att/gga/agt/ Exoné6
196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207
Phe Tyr Pro Pro Leu Asp Glu Pro Ser Ile Gly Ser

aaa/aat/gtt/gat/ctg/tca/gga/cgg/cag/gaa/aga/aa t/ctt/caa/agg/gaa/agg/
208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224
Lys Asn Val Asp Leu Ser Gly Arg Gln Glu Arg Ile Leu Gln Arg Glu Arg

gaa/aac/att/tat/att/ttt/gaa/tgc/caa/aca/ggt/aat/tat/gtt/ata/agc/taa// Introné
225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 249 241
Glu Asn Ile Tyr Ile Phe Glu Cys Gln Thr Gly Asn Tyr Val Ile Ser Stop

attttcctaa agaatacatt acaaactagg atacattatt aactcttatc agtagttgttu.

Abbildung 7: Folgen der Sequenzvarianten in Exon 6 auf die AS-Abfolge

In den Abbildungen 8-12 sind die Elektropherogramme der vier identifizierten
Sequenzveranderungen unter Verwendung des Software-Programms Chromas
2.0 dargestellt. Nukleotid- und Aminosauresequenzen sind Uber den Elektro-
pherogrammen angezeigt. Die Sequenzveranderungen sind jeweils mit pink

farbenen Pfeilen und einem N innerhalb der Sequenzabfolge gekennzeichnet.
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Abbildung 12: F222L-Nukleotidsubstitution
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3.3 Stammbaumanalyse der betroffenen Patienten

V210F:

Alter bei Diagnosestellung:
Geschlecht des Patienten:
Krankheitsstatus:

Stammbaumanalyse:

Histologie:
Tumordicke:
Klassifizierung:
Tumorlokalisation:
Besonderes:

Gruppe:

657del5:

Alter bei Diagnosestellung:

37 Jahre

weiblich

keine weiteren Krebserkrankungen bekannt
- beide Elternteile deutscher Herkunft

- keine Krebserkrankung bei 3 analysierbaren
erstgradigen Verwandten

- ein zweitgradiger Verwandter von 13
analysierbaren mit Kolorektalkarzinom
superfiziell spreitendes Melanom

0,87 mm

pT2NOMO

Vorderful®

viele Sonnenbrande im Laufe des Lebens

Sporadische Melanome (SM)

48 Jahre

Geschlecht des Patienten: mannlich

Krankheitsstatus:

Stammbaumanalyse:

Histologie:
Tumordicke:
Klassifizierung:
Tumorlokalisation:
Besonderes:

Gruppe:

keine weiteren Krebserkrankungen bekannt
- beide Elternteile deutscher Herkunft

- keine Krebserkrankung bei 7 analysierbaren
erstgradigen Verwandten

- ein zweitgradiger Verwandter von 13
analysierbaren mit Magenkarzinom
superfiziell spreitendes Melanom

1,5 mm

pT3NOMO

Rucken

viele Sonnenbrande in der Kindheit

Sporadische Melanome (SM)
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F2221.:

Alter bei Diagnosestellung:
Geschlecht des Patienten:
Krankheitsstatus:

Stammbaumanalyse:

Histologie:

Tumordicke:
Klassifizierung:
Tumorlokalisation:
Besonderes:

Gruppe:

R215W:

Alter bei Diagnosestellung:
Geschlecht des Patienten:
Krankheitsstatus:

Stammbaumanalyse:

Histologie:
Tumordicke:
Klassifizierung:
Tumorlokalisation:

Besonderes:

Gruppe:

65 Jahre

weiblich

keine weiteren Krebserkrankungen bekannt

- beide Elternteile rumanischer Herkunft

- keine Krebserkrankung bei 7 erstgradigen und 20
zweitgradigen analysierbaren Verwandten
entzundlich-erodierendes, superfiziell spreizendes
Melanom

1,6 mm

pT2NOMO

Oberschenkel

viele Sonnenbrande im Laufe des Lebens

Sporadische Melanome (SM)

68 Jahre

mannlich

keine weiteren Krebserkrankungen bekannt

- beide Elternteile deutscher Herkunft

- keine Krebserkrankung bei 5 erstgradigen und 13
zweitgradigen analysierbaren Verwandten
superfiziell spreitendes Melanom

nicht verfugbar

nicht verfugbar

Oberschenkel

Patient erinnert sich an einige Sonnenbrande in der
Vergangenheit

Sporadische Melanome (SM)

Bei den betroffenen Patienten handelt es sich um 2 Frauen und 2 Manner.

Bemerkenswert ist, dass alle vier Patienten zu der Gruppe der sporadischen

Melanome (SM) gehoéren.

Die Stammbaumanalysen ergaben jeweils keine
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Haufung von Melanomerkrankungen in der naheren Verwandtschaft, was
darauf hinweist, dass es sich bei den identifizierten Melanomfallen nicht um

familiare Falle handelt.

3.4 F222L -Analyse

Um zu analysieren, ob es sich bei der neu entdeckten Sequenzvariation
F222L um einen Polymorphismus handelt oder um eine neue Mutation, konnte
eine Testpopulation aus 629 unselektierten Melanompatienten und 604
Kontrollen mittels MassEXTEND/MALDI-TOF-Massenspektroskopie auf diese
genetische Variante hin untersucht werden. Acht der Patientenproben und 14
Kontrollproben ergaben keine auswertbaren Ergebnisse. Bei den verbleibenden
621 Melanompatienten und 590 Kontrollpersonen ergaben die Analysen, dass
alle getesteten Personen das Wildtypallel TT an Position 664 in Exon 6 von

NBS1 homozygot aufwiesen.

3.5 Assoziationsstudie

Um eine mogliche Assoziation zwischen dem NBS7-Gen und der
Melanomerkrankung zu untersuchen, wurden 3 SNPs innerhalb dieses Gens
bei 632 Patienten und 615 Kontrollpersonen getestet.

Gemal den Daten des Internationalen HapMap Projektes
(http://www.hapmap.org) stehen die SNPs in unterschiedlichen Graden des
Kopplungsungleichgewichtes (linkage disequilibrium; LD) und sind damit fur
diese Studie informativ. Die Werte des LD betragen r* = 0.34 fir
rs9995/rs867185 (D'=0,78), r* = 0.52 fiir rs9995/rs106304 (D'=0,62) und r? =
0.73 fur rs867185/rs106304 (D'= 1,0). Die Genotypenfrequenzen der ana-
lysierten Sequenzvarianten stimmten dabei mit der gemal dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht vermuteten Allelverteilung Uberein.

Im Rahmen dieser Studie erfolgte zunachst die Untersuchung der vier in
Tabelle 14 dargestellten DNA-Pools.
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dbSNP ID AtIAZ® AF® Weibliche | AF Weibliche AF Minnliche Mén"‘]'l"iche
Kontrollen Patienten Kontrollen Patienten
rs9995 GIA 0,588 0,591 0,592 0,541
rs867185 A/G 0,466 0,493 0,471 0,538
rs1063045 A/G 0,485 0,465 0,489 0,516

Tabelle 14: Allelfrequenzen der SNPs im NBS71-Gen

®Kombination der Allele. "AF= Allelfrequenz

Es zeigten sich keine signifikanten Differenzen der Allelfrequenzen zwischen
den vier DNA-Pools.
In Abbildung 13 sind die MALDI-TOF-Massenspektrogramme des SNPs rs9995

von den beiden Pools weiblicher Individuen im Vergleich dargestellt. Die Allel-

frequenzen ergeben sich jeweils aus der Flache unter der Kurve im Vergleich

zwischen den Fall- und Kontrollpools. Die Analyse der SNPs rs867185 und

rs1063045 ergab ahnliche Werte, die Untersuchung der Pools mannlicher

Individuen zeigte ebenfalls vergleichbare Resultate. Fur keinen der drei SNPs

zeigte sich eine statistisch signifikante Differenz der Allelfrequenzen zwischen

Patienten und Kontrollpersonen.
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Abbildung 13: MALDI-TOF-Massenspektrogramm von rs9995

Die Allelbezeichungen (C/T) befinden sich oberhalb des Peaks, die Zahlen an der Peakspitze
stehen fiir die relativen Allelfrequenzen. Auf der X-Achse ist die Masse der Extensionsprodukte
aufgetragen, auf der Y-Achse deren Intensitat.

Dieses Resultat konnte durch die Ergebnisse der individuellen
Genotypisierung bestatigt werden, die in Tabelle 15 dargestellt sind. Mit Hilfe
des )(2—Tests nach Pearson wurden die P-Werte fur die drei SNPs berechnet,
wobei ein statistisches Signifikanzniveau von P< 0,05 festgelegt wurde. Der
Anteil auswertbarer Genotypen lag fur rs9995 bei 98,2% (1.225 Ergebnisse von
1.247 Proben), fur rs867185 bei 98,6% (1.229 Ergebnisse von 1.247 Proben)
und fur rs1063045 bei ebenfalls bei 98,6% (1.230 Ergebnisse von 1.247
Proben). Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigte sich auch hier bei keinem

der drei SNPs eine statistisch signifikante Assoziation zur Melanomerkrankung.
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SNP Probe N | ec® ct® 7° N® | Fall' | Kontr.| | Delta | p9
gesamt Fall 1295 9,5% (59) | 42,6% (265) | 47,9% (298) 2450 69,2% | 69,4% 02 0918
Kontr. 9,4% (57) | 42,3% (255) | 48,3% (291) (861) | (837)
rs9995 | weibl. Fall 636 9.3% (31)] 43,1% (143) | 47,6% (158) 1272 | 891% | 68,6% 0,5 | 0,835
Kontr. 9,5% (29) | 43,8% (133) | 46,7% (142) (459) | (417)
Fall 9,6% (28) | 42,1% (122) | 48,3% (140
méannl. 589 b (28) 0 (122) 0140 | 1178 63'03';/" 72'22;/" 209 | 0730
Kontr. 9,4% (28) | 40,8% (122) | 49,8% (149) (402) | (420)
SNP Probe N | AP AG° 6GY N® | Fal' | Kontr.| | Delta | P9
qosamt_F2| 1200 [12:9% (80) 43.8% (271) | 43.3% (268) | , .o [ 65:2% | 620% | 5, | 106
Kontr.| 14,4% (88)| 47,0% (287) | 38,6% (235) 807 | 757 ’ '
867185 | woinl, || aa5 [13:7% (45)] 424% (139) | 43.9% (144) | | 65,1% | 619% | ) | o056
welbl. ) s
Kontr. 15,0% (46)| 46,2% (142) | 38,8% (119) (427) | (380)
Fall 12,0% (35)| 45,4% (132) | 42,6% (124 o .
mannl. 594 b (39) b (132) U2 | 1gs 6§§’OA’ 6%’72/’ 31 | 0,270
Kontr. 13,9% (42)| 47,9% (145) | 38,2% (116) (380) | (377)
SNP Probe N | TP Tc® cc N® | Fan® | Kontr.| | Deita | p9
gosamil_F | 1230 [10:4% (64) 423% (262) | 47:3% (293) | ), 1685% | 673% | 15 | gors
Kontr. 10,1% (62)| 45,2% (276) | 44,7% (273) (848) | (822) ’ '
51063045 | weibl, || g3 [L1:270 (37) 41.8% (137) | 47.0% (154) | | )/, | 67.8% | 67.0% | 4o | 764
welbl. ) s
Kontr. 9,7% (30) | 46,4% (143) | 43,8% (135) (445) | (413)
Fall 9,2% (27) | 43,0% (125) | 47,8% (139 o s
méannl. 594 b (27) b (125) 0(139) | 1 1gg | 69:2% | 67.5% | 7 | 546
Kontr. 10,6% (32)| 43,9% (133) | 45,5% (138) (403) | (409)

Tabelle 15: Ergebnisse der individuellen Genotypisierung

@Anzahl der Individuen mit Genotypen. b"’Genotypenfrequenzen. °Anzahl von Chromosomen.
'Prozentzahlen und Gesamtzahlen des jeweiligen primaren SNP-Allels. °P-Werte aus dem

Vergleich von zwischen Féllen und Kontrollen (X"-Test nach Pearson; Freiheitsgrad m= 1).
Haplotypenanalyse

Die Haplotypenanalyse ergab fur die drei SNPs sechs Haplotypen (H1-
H6), von denen zwei fur ca. 83% aller Haplotypenkombinationen zutrafen. Im
Vergleich der Haplotypenfrequenzen von Melanompatienten und Kontrollen
zeigte sich, dass keiner der Haplotypen signifikant mit einem erhohten

Melanomrisiko assoziiert war (Tabelle 16).

Haplotyp® Félle (NHapiotypen= 1.264) Kontrollen (Nuapiotypen= 1.230) P-Wert®
CTG (H1) 58% (733) 56% (692) 0,405
TCA (H2) 26% (322) 26% (320) 0,792
CTA (H3) 4% (47) 5% (61) 0,154
CCG (H4) 6% (74) 5% (65) 0,594
TTA (H5) 6% (81) 7% (84) 0,732
CCA (H6) 0% (7) 1% (8) 0,958

Tabelle 16: Ergebnisse der Haplotypenanalyse

®Nukleotide an den SNP-Stellen rs1063045/rs9995/rs867185; ®P-Werte aus dem Vergleich der
Haplotypenhaufigkeiten zwischen Patienten und Kontrollen (xz-Test mit YATES-Korrektur).
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4 DISKUSSION

4.1 Patientengut

Die statistische Auswertung der anamnestischen Daten beider
Studienpopulationen ergab zum einen, dass Frauen signifikant haufiger in
einem Alter unter 40 Jahren an Melanomen erkrankten als Manner. Weiterhin
waren Melanome bei Frauen bevorzugt am den Extremitaten (insbesondere
den Beinen) lokalisiert, bei Mannern dagegen signifikant haufiger am
Korperstamm. Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben in der Literatur
uberein. So erkranken laut der amerikanischen Datenbank SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Results) des National Cancer Institute
mannliche Melanompatienten deutlich haufiger an Koérperstamm, Kopf und
Nacken, Frauen dagegen meist an den unteren Extremitaten (Hall et al.,
1999). Diese Tatsache wird zumeist mit der entsprechenden Haufung von
Sonnenbranden in Zusammenhang gebracht, deren Lokalisation sich ebenfalls
zwischen den Geschlechtern unterscheidet.

Auch die Tatsache der fruheren Erkrankung von Frauen kann anhand der
statistischen Reviews 1975-2003 des SEER (online verfugbar unter:
http://seer.cancer.gov/cgi-bin/csr/1975 _2003/search.pl#results; Cancer Site:
Melanoma of the skin) bestatigt werden. Demnach ist unter den Melanom-
patienten der Anteil der Frauen in den Altersgruppen bis 1- 44 hoher als der der
Manner, ab einem Alter von 45 kehrt sich dieses Verhaltnis um. Abbildung 14
zeigt die statistischen Daten des SEER von Melanompatienten fir Inzidenz und
Todesraten von Melanompatienten in den USA in Abhangigkeit vom Alter der

Patienten.
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4.2 Methodik

Im Rahmen der vorliegenden Studie kamen unterschiedliche moderne
,State of the art“-Verfahren zum Einsatz.
Bei der Denaturierende  Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie
(Denaturating High Performance Liquid Chromatography) handelt es sich um
eine schnelle, weitgehend automatisierte und okonomische Hochdurchsatz-
Methode fur die Analyse von DNA-Fragmenten und fur das Screening nach
DNA-Sequenzveranderungen. DHPLC zeichnet sich vor allem durch eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat aus. Studien zu diesen Parametern ergaben Werte
von bis zu 100% (O'Donovan et al., 1998). Nachteile dieser Methode sind
neben der hohen Sensibilitat der Kunststoffsaule und der Puffer die Tatsache,
dass zur Detektion der genauen Mutationsstelle und der exakten
Nukleotidabfolge weitere Analysen wie Klonierung oder Sequenzierung
notwendig sind (Xiao und Oefner, 2001).
Die direkte DNA-Sequenzierung wird nach wie vor als ,Goldstandard“ bei der
Suche nach Sequenzvariationen und Mutationen angesehen. Bei dieser
Methode kann der DNA-Code eines bestimmten DNA-Fragmentes direkt als
Buchstabenfolge der vier Nukleotide abgelesen werden. Da es sich im
Vergleich zur DHPLC um eine kosten- und zeitaufwendigere Methode handelt,
wurde die direkte Sequenzierung im ersten Teil dieser Studie nur auf die in der
DHPLC auffalligen Proben angewendet.
Im Verlauf der vorliegenden Studie ergab sich die Mdglichkeit, zusammen mit
dem deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg einen
Vergleichsdatensatz von allen Proben aus einer direkten Sequenzierung
auszuwerten. Dabei zeigte sich, dass dem ,Goldstandard Sequenzierung® der
Vorrang einzuraumen ist, da hierbei eine vierte Sequenzveranderung
identifiziert werden konnte, die bei der DHPLC unentdeckt blieb. Bei einer
angenommenen Sensitivitat der Sequenzierungsmethode von 100% lage diese
bei der DHPLC nur bei 75%.
Molekulargenetische Assoziationsstudien von SNPs haben zum Ziel,
Kopplungen zwischen haufigen genetischen Sequenzvariationen und einem

erhohten Krankheitsrisiko zu identifizieren. Hierfir stehen unterschiedliche
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technische Verfahren zur Verfigung. Im Bereich der Hochdurchsatz-
Genotypisierung sind dies in erster Linie MALDI-TOF-Massenspektroskopie,
DHPLC, Pyrosequenzierung, Fluoreszenz-Kapillarelektrophorese und DNA-
Chip-Technologien auf der Basis immobilisierter SNP-spezifischer Primer
(Mohlke et al., 2002).

In der vorliegenden Studie wurde die MALDI-TOF-Massenspektroskopie
angewandt. Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine vollautomatische,
schnelle Methode mit einem hohen Probendurchsatz, die aufgrund von
standardisierten Testkonditionen und Software-unterstitzter Interpretation
zuverlassige und vergleichbare Resultate liefert. Aufgrund des hohen
Automatisierungsniveaus ist sie weitgehend unabhangig von menschlichen
Arbeitsfehlern. Nachteile dieser Methode sind, dass die zu analysierende
Fragmentlange klein sein muss (< 30 Basen), die DNA-Proben einen sehr
hohen Reinheitsgrad aufweisen missen und dass die Nachweisempfindlichkeit
geringer ist als bei manchen Fluoreszenzmethoden.

Bei der Rekonstruktion und Analyse der Haplotypen kam die von Stephens
et al. entwickelte Methode zur Anwendung. Die derzeit gangigen
Hochdurchsatz-Genotypisierungtechnologien sind zwar in der Lage, jeweils
beide Allele eines bestimmten Genlokus zu bestimmen, sie liefern jedoch keine
Informationen zu den mdglichen Haplotypenkombinationen, das heil3t, welche
Allelkombinationen auf jedem der beiden Chromosomen eines diploiden
Individuums vorliegen. Die Kenntnis der Haplotypen kann jedoch im Rahmen
von Assoziationsstudien sehr aufschlussreich sein, da genetische Vererbung
auf Transmission und Rekombination chromosomaler Segmente beruht.
Haplotypeninformationen kdénnen zum einen experimentell bzw. durch
Genotypisierung weiterer Familienmitglieder erlangt werden, zum anderen
stehen Zeit und Kosten sparende statistische Methoden zur Verfugung, die
direkt auf die Genotypisierungsdaten anwendbar sind und mit Hilfe von
Computerprogrammen die Haplotypen rekonstruieren kdnnen. Bei der in dieser
Studie angewendeten Methode von Stephens et al. handelt es sich um eine
Bayesische Methode, die mit Hilfe des Softwareprogramm PHASE (Version 1.0)

umgesetzt wurde.
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Bayesische  Haplotyp-Rekonstruktionsmethoden  behandeln  unbekannte
Haplotypen als Randquantitdten und kombinieren so genannte ,prior
informations® (Informationen aus den untersuchten Daten) mit der ,likelihood“
(Annahmen Uber die in der Population anzutreffenden Haplotypenmuster), um
die Beteiligung der unbeobachteten Haplotypen an den erhaltenen
Genotypisierungsdaten zu kalkulieren. Die Haplotypen selbst kdnnen dann
abgeschatzt werden, indem z.B. die wahrscheinlichste
Haplotypenrekonstruktion fur jedes Individuum gewahlt wird (Stephens et al.,
2001, Stephens und Donnelly, 2003).

4.3 Sequenzvariationen in NBS71- Exon 6

Im Rahmen dieser Studie wurde zunachst Exon 6 des NBS71-Gens auf
Mutationen und Sequenzveranderungen hin untersucht. Eine Konzentration auf
diesen Genabschnitt erfolgte, weil die mit Abstand am haufigsten in diesem
Gen aufgefundene ,founder mutation des Nijmegen Breakage Syndroms,
657del5, hier lokalisiert ist (siehe Abbildung 15). Diese Mutation ist in
homozygoter Auspragung die Ursache fur die Symptome von NBS-Patienten.
Besonders bedeutsam sind dabei u.a. die auffalligen Hautveranderungen sowie
die Pradisposition zur Erkrankung an malignen Tumoren. Eine Assoziation zum

malignen Melanom der Haut schien daher moglich zu sein.

R215W, V210F
681delT, 657del5,
698del4 Q326X,
900del25
Bekannte P266L,
Mutationen 835del4
' Y363X
S93L, 842insT 363
D9SN 174y 11142delC
Telomer Zentromer
Exon 1 2 34 5 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16
In dieser Studie R215W, V210F, F222L,
gefundene 657del5
Sequenz-
veranderungen

Abbildung 15: Exon-Intron-Darstellung der bekannten Mutationen im NBS7-Gen
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Bei der Analyse der 376 Patienten-DNA-Proben wurden folgende heterozygote
Sequenzvariationen identifiziert:

1. 657del5 (657del ACAAA)

2. V210F (G628T)

3. R215W (C643T)

4. F222L (C664T)

Die Aminosauren Valin, Leucin und Phenylalanin, die in den Missense-
Mutationen V210F und F222L ausgetauscht werden, sind hydrophobe AS mit
apolaren Seitenketten. Bei R215W wird dagegen Arginin, eine stark basische
Aminosaure mit polarer, basischer Seitenketten, gegen Tryptophan, eine
heterozyklische AS mit apolarer Seitenkette, ausgetauscht.

Bei allen drei Nukleotidaustauschen handelt es sich nicht um synonyme Muta-
tionen, da durch die Veranderung der Nukleotidabfolge aufgrund des

genetischen Codes andere Aminosauren in das Genprodukt eingebaut werden.

Die 657del5-Mutation:

Bei dieser Mutation handelt es sich um die so genannte slawische
sfounder mutation“ des Nijmegen Breakage Syndroms, die bei 90% der NBS-
Patienten homozygot gefunden wurde. Hier flhrt die Deletion von 5 Nukleotiden
zu einer Verschiebung des Leserasters an Position 657 der cDNA, was der AS-
Nummer 219 entspricht. In der Folge entsteht ein Stoppcodon an Position 732
der cDNA (AS Nr. 241) (siehe Abbildung 7, S. 43). Infolgedessen kommt es zu
einem vorzeitigen Abbruch der Aminosaurekette des Nibrinmolekuls und es
resultiert ein verklrztes, 26-kD grofdes, N-terminales Genprodukt, das in seiner
Funktion als Bestandteil des Mre11/RAD50/NBS1-Komplexes stark
eingeschrankt ist. Maser et al. fanden jedoch heraus, dass in NBS-
Lymphoblasten neben diesem verkirzten Genprodukt ein weiteres, C-
terminales Polypeptid gebildet wird, dessen Produktion durch interne
Translation innerhalb der mMRNA von NBST1 initiet wird. Diese
Translationsinitiation beginnt an einem neuen ORF (open reading frame),

welches durch die deletionsbedingte Leserasterverschiebung entsteht.
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Wahrend das N-terminale Protein (26-kD) physikalisch nicht an Mre11 binden
kann, ist das 70-kD grol3e C-terminale Protein (p70) dazu in der Lage. Die
Autoren folgern daraus, dass die 657del5-Mutation ein so genanntes
-hypomorphes Allel* bildet, dass die essentiellen Funktionen des
Mre11/RAD50/NBS1-Komplexes gewahrleistet, die nicht-essentiellen Funk-
tionen jedoch durch den fehlenden N-Terminus nicht erflllt werden (Lee et al.,
2003; Maser et al., 2001).

Im homozygoten Zustand fuhrt die 657del5-Mutation zu den bekannten
Symptomen des Nijmegen Breakage Syndroms (Varon et al., 1998). Ein hetero-
zygotes Auftreten konnte gehauft bei Patienten mit Brustkrebs (Gorski et al.,
2003) und malignen Melanomen (Debniak et al., 2003) festgestellt, wobei die
statistische Aussagekraft aufgrund der relativ geringen Probandenanzahl
eingeschrankt war. Weiterhin wurde in einer grol3 angelegten Studie in Polen
die 657del5-Mutation mit Hilfe von PCR-SSCP (single strand conformation
polymorphism) und direkter Sequenzierung bei 4/105 Melanompatienten (P=
0,0081), 4/232 Brustkrebspatientinnen (P= 0,0795), 3/246 Patienten mit
Kolorektalkarzinomen (P= 0,2197) und 2/49 Patienten mit Non-Hodgkin-
Lymphomen (P= 0,0351) heterozygot gefunden. Stammbaumanalysen ergaben
weiterhin, dass 2 erstgradige Verwandte von NBS7-heterozygoten
Melanompatienten und ein zweitgradiger Verwandter einer NBST-
heterozygoten Patientin mit Gebarmutterkrebs ebenfalls an Melanomen
erkrankt waren. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass in dieser Population
heterozygote Trager der 657del5-Mutation ein erhdhtes Risiko haben konnten,
an Krebs- und insbesondere an Melanomen- zu erkranken (Steffen et al.,
2004). Die 657del5-Mutation wurde mit einer Frequenz von 1/106 (Drabek et
al., 2002) bzw. 1/177 (Varon et al., 2000) am haufigsten in der slawischen
Population gefunden. Die Stammbaumanalyse des in der vorliegenden Studie

identifizierten Melanomfalles ergab allerdings keine osteuropaische Herkunft.
Die V210F-Sequenzvariation:

Diese Nukleotidsubstitution wurde bereits zwei Mal im Exon 6 des

NBS1-Gens gefunden. Im ersten Fall dienten Knochenmarksproben von 47
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Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie als Untersuchungsmaterial. Die
Analyse von NBS1 erfolgte mittels PCR, DHPLC und der direkten
Sequenzierung der auffalligen Proben und ein Patient wies die V210F-Mutation
auf (Varon et al., 2001). In einer anderen Studie wurde das NBS7-Gen in
Tumorzellen aus 91 Non-Hodgkin-Lymphomen sowie die genomische DNA von
154 Kontrollpersonen untersucht. Dabei erfolgten die Analysen mit PCR-SSCP
und direkter Sequenzierung. Hier konnte die V210F-Mutation in einer der
Tumorproben identifiziert werden (Cerosaletti et al., 2002).

Zu den funktionellen Auswirkungen dieser Sequenzvariation auf das Gen-
produkt gibt es in der Literatur keine Angaben. Da sie sich an Position 210 im
Nibrinmolekul befindet, liegt sie in keinem der drei bislang bekannten funktionell
wichtigen Bereiche des Proteins (N-Terminus: 1.-196. AS, zentrale Region:
278.-343. AS und C-Terminus: 666.- 693. AS) und somit auch nicht in der FHA-
(forkhead-associated)-Domane (24.-108. AS im N-Terminus) oder der BRCT-
(breast cancer carboxy-terminal)-Domane (108.-196. AS im N-Terminus). Es ist
folglich nach dem derzeitigen Wissensstand eher unwahrscheinlich, dass diese
Nukleotidsubstitution direkte Auswirkungen auf die Funktionsfahigkeit des

Nibrinmolekls hat.

Die R215W-Sequenzvariation:

Diese Sequenzvariante wurde erstmals bei 9 Probanden in einer
slawischen Studienpopulation (Varon et al., 2001), sowie bei mehreren
Leukamiepatienten (Taylor et al., 2003) entdeckt. Weiterhin deutet ein
identifizierter LOH des NBS7-Wildtypallels in den Tumorzellen eines R215W-
Tragers mit einem Hodgkin-Lymphom darauf hin, dass diese Variante pathogen
sein konnte. Ein kausaler Effekt auf die Nibrinfunktionen bleibt jedoch weiterhin
unklar (Steffen et al., 2004).

Die F222L-Sequenzvariation:
Diese Sequenzvariation in Exon 6 des NBS71-Gens wurde bisher in der
Literatur noch nicht beschrieben. Fur den Nachweis, dass es sich bei F222L

nicht um einen haufigen Polymorphismus handelt, wurde im Rahmen dieser
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Studie die DNA von weiteren 621 Melanompatienten und 590 Kontrollpersonen
auf diese Sequenzvariante hin untersucht. F222L wurde in dieser Population
nicht gefunden. Ferner wurde auch in nachfolgend aufgefuhrten Studien, in
denen ebenfalls Exon 6 von NBS1 analysiert wurde, F222L nicht gefunden:

- Varon et al.: Untersuchung genomischer DNA aus Guthrie-Karten von 4416
Neugeborenen mit PCR-SSCP, Gelelektrophorese und direkter Sequenzierung
(Varon et al., 2000).

- Steffen et al.: DNA-Analyse von 1042 Krebspatienten mit PCR-SSCP (Steffen
et al., 2004).

PCR-SSCP ermoglichte in diesen Studien nicht nur die Determination der
657del5-Mutation, sondern war auch fur andere Variationen in Exon 6 sensibel
(Steffen et al., 2004). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass es
sich bei der neu entdeckten F222L-Nukleotidsubstitution nicht um einen
Polymorphismus handelt. Aufgrund der geringen Datenmenge, die zu dieser
neuen Sequenzvariation vorliegt, ist es sinnvoll, sie als so genannte
»unclassified variant” einzuordnen. Segregationsanalysen in der betroffenen
Familie und LOH-Analysen im Tumor konnten weitere Aufschllisse Uber die

funktionelle Konsequenz dieser Sequenzvariante geben.

Die drei Aminosauresubstitutionen V210F, R214W und F222L sowie die
“founder mutation” 657del5 sind in keiner der drei bekannten funktionellen
Regionen des Nibrinmolekils (N-Terminus (1.-196. AS) mit FHA-Domane (24.-
108. AS) und BRCT-Domane (108.-196. AS), zentrale Region (278.- 343. AS),
C-Terminus (666.- 693. AS)) lokalisiert (Kobayashi et al., 2004). Es ist jedoch
auffallig, dass sich alle vier Varianten in der Nahe der BRCT-Domane befinden.
Da die Funktionen von Nibrin bislang nur teilweise bekannt sind, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass auch andere Bereiche des Proteins von
funktioneller Bedeutung sind. Nukleotidaustausche in dem Bereich von AS 197
bis AS 277, in dem die gefundenen Sequenzveranderungen liegen, kdnnten
Veranderungen der raumlichen Struktur des Nibrinmolekils verursachen und so
indirekt die Funktion seiner FHA/BRCT-Regionen beeinflussen oder seine

Phosphorylierung storen. Dies hatte maoglicherweise funktionelle Defizite des
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Genproduktes im zellularen Kontrollmechanismus zur Folge und kdnnte von

klinischer Relevanz sein.

Frequenz:
Die vorliegende Studie ergab folgende Frequenz von heterozygoten NBS7-
Mutationen: 657del5-Mutation: 1/ 376

V210F-Variante: 1/ 376

R214W-Variante: 1/ 376

F222L-Variante: 1/ 376
Die Haufigkeit liegt somit jeweils <1% und scheint damit von geringer
statistischer Relevanz zu sein. Aufgrund der Konzentration auf Exon 6 des
NBS1-Gens im Rahmen der vorliegenden Studie bleibt offen, ob eine Analyse
des kompletten NBS7-Gens eine signifikant hdhere Mutationsfrequenz ergeben
hatte, die dann einen Unterschied zwischen dem Melanompatientengut und der
Allgemeinbevdlkerung aufgezeigt hatte.
Die Frequenz der 657del5-Mutation in der deutschen Bevolkerung wurde mit
ASO (allele specific oligonucleotide hybridization assay) bestimmt und ergab
eine Haufigkeit von 1/866 (95%CI = 1/34,376 zu 1/156). Daraus wurde die
Haufigkeit von NBS auf 1 in 3 Millionen Personen geschatzt (Carlomagno et al.,
1999). Die mittlere Frequenz von 657del5 in der slawischen Bevolkerung
betragt 1/177. Dabei sind es speziell in der tschechischen Bevdlkerung 1/154,
in der polnischen 1/190 und in der ukrainischen Bevdlkerung 1/182 (Varon et
al., 2000). Eine Studie speziell der tschechischen Bevolkerung ergab sogar eine
Frequenz der 657del5-Mutation von 1/106 (95%CI = 1/331 zu 1/46) (Drabek et
al., 2002). Die in der vorliegenden Studie ermittelte Frequenz der 657del5 liegt
demnach in der Grélkenordnung der bislang ermittelten Bevolkerungsdaten und
zeigt keine signifikante Haufung in der siddeutschen Bevolkerung und in der
Gruppe der untersuchten Melanompatienten.
Flr eine mogliche anschlielRende molekulargenetische Assoziationsstudie zum
Zusammenhang der 657del5-Mutation und der Melanomerkrankung, wurde in

Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische Biometrie der Universitat
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Tiibingen in einer Fallzahlplanung fiir einen x>-Test-Test die be-nétigte
Stichprobenanzahl mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

M= [24o V{(r+1) T (1- )} + 245 V {r 74 (1- T14) + 10 (1- )} /rE°
m= benétigte Stichprobenanzanhl

z= Quantil der Normalverteilung

Z1.4= 1,96 (Tabellenwert)

z14= 0,53 (Tabellenwert)

M= Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient die Mutation hat; hier 1/376

.= Wahrscheinlichkeit, dass eine Kontrollperson die Mutation hat
(Berechnung: 1= 14/ OR (1- 111)+ 114; Odds Ratio (OR) hier 1,5 bzw. 5

1, bei OR=1,5: 0,00177 und T, bei OR= 5: 0,00053)

r= Verhaltnis von Anzahl der Patienten zu Anzahl der Kontrollpersonen; hier r=1
o= Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art, Gblicherweise 0,05

B= Fehlerwahrscheinlichkeit 2. Art, Ublicherweise 0,2

™= (11 + r m)/(r+1)

5= T, - T, (Machin und Campbell, 1987)

Mit den Screeningdaten der 376 Melanompatienten ergaben die Berechnungen,
dass bei einem ,odds ratio“ von 5 sowohl in der Fall- als auch in der alters-
gleichen Kontrollgruppe 5.561 Personen in die Studie einbezogen werden
mussten. Wenn ein ,odds ratio“ von 1,5 als signifikant angesehen werden sollte,
brauchte man in jeder der beiden Gruppen sogar 44.635 Personen. Aufgrund
der hohen bendtigten Personenzahlen wurde diese Strategie im Rahmen dieser
Studie nicht weiter verfolgt, sondern vielmehr die Untersuchung einer
generellen Assoziation des NBS7-Gens mit der Melanomerkrankung im
Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie mit 3 SNPs innerhalb dieses Gens

umgesetzt.

4.4 Assoziation zwischen NBS7 und der Melanomerkrankung

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrte molekulargenetische
Assoziationsstudie mit den SNPs rs9995, rs867185 und rs1063045 umfasste
neben der Genotypisierung der vier DNA-Pools die individuelle Genotypisierung
sowie Haplotypenanalysen jedes Studienteilnehmers. Die statistische

Auswertung der Daten ergab weder flr die Genotypen der SNPs noch flr deren
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rekonstruierte Haplotypen eine signifikante Differenz zwischen Patientenfallen
und Kontrollen. Diese Daten lassen demzufolge nicht auf eine Assoziation
zwischen dem untersuchten Gen und der Melanomerkrankung schliel3en.
Zahlreiche Studien haben in den letzten Jahren gezeigt, dass
Keimbahnmutationen im NBS7-Gen mit verschiedenen Krebserkrankungen
assoziiert sind, wobei insbesondere akute lymphoblastischer Leukamie (ALL)
(Varon et al., 2001), Brustkrebs (Gorski et al., 2003) und Prostatakrebs
(Cybulski et al., 2004) zu nennen sind. In der Melanomstudie von Debniak et al.
wurde bei 2/80 Patienten und 3/530 Kontrollen die 657del5-Mutation
heterozygot gefunden. Statistische Analysen mit Fischer- und x>-Tests ergaben,
dass daraus keine signifikante Assoziation abzuleiten ist (Fischer-Test, P=
0,1305, ¥x°= 1,261, P= 0,262). Da jedoch LOH-Analysen in beiden
Melanomfallen einen Verlust des Wildtyp-Allels in den Tumorzellen aufzeigten,
wurde gefolgert, dass NBS7 in einzelnen Fallen gemal der Knudson-
Hypothese an der Melanomentstehung beteiligt sein konnte (Debniak et al.,
2003). Die oben erwahnte polnische Krebsstudie ergab die hdchste Frequenz
von heterozygoten 657del5-Tragern (4/105; 3,8%) in der Gruppe der
Melanompatienten, woraus gefolgert wurde, dass NBS7 durchaus in einer
kleinen Zahl von Fallen an der Melanomentstehung beteiligt sein konnte. Eine
generelle Assoziation zwischen NBS71 und Melanompradisposition leitete man
hieraus jedoch nicht ab (Steffen et al., 2004).

Das Ergebnis der vorliegenden Studie steht in Ubereinstimmung mit den
vorangegangenen Studien. Tumormaterial stand fur die Durchfuhrung von LOH-
Analysen nicht zur Verfugung. In der vorliegenden Studie kdnnen deshalb keine
weitere Aussage daruber gemacht werden, ob das Wildtyp-Allel im Tumor
zusatzlich zur Keimbahnmutation auf dem zweiten Allel verandert vorlag.

Es ist weiterhin anzumerken, dass durch das Mutationsscreening in NBS7-Exon
6 und durch die Assoziationsstudie epigenetische Phanomene oder allelische
Heterogenitat im NBS7-Gen nicht erfasst werden kénnen. Es ware daher
moglich, dass das Gen durch viele seltene Veranderungen an der

Melanomentstehung beteiligt ist.
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4.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie wurden bei 4 von 376 Melanompatienten
Sequenzveranderungen in Exon 6 von NBS71 gefunden, die Frequenz der
entdeckten Mutationen liegt also unter 1%.

Die neu entdeckte Sequenzvariation F222L wurde in einer weiteren
Studienpopulation aus 621 Melanompatienten und 590 Kontrollpersonen nicht
gefunden und kann somit als haufiger Polymorphismus ausgeschlossen
werden.

Die Assoziationsstudie, die auf 3 SNPs innerhalb des NBS7-Gens basierte,
sowie die Analyse der rekonstruierten Haplotypen ergab keine statistisch
signifikante Assoziation zur Melanomerkrankung. Demzufolge scheint das
NBS1-Gen an der Melanomentwicklung, wenn uberhaupt, nur in einem
geringen Male beteiligt zu sein.

Wenn die genetischen Ursachen des Melanoms in Defekten des DNA-
Reparaturmechanismus nach UV-Bestrahlung zu suchen sind, so spielen hier
vermutlich andere Gene eine zentrale Rolle. In den speziellen Patientenfallen
konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen den aufgefundenen Mutationen
und der Melanomerkrankung angenommen werden. Diese Hypothese musste
jedoch durch weiterfiuhrende Untersuchungen (LOH-Analysen) untermauert
werden. In diesem Fall konnte NBS71 (ebenso wie die in Abschnitt 1.1.3
aufgefuhrten MC1R-Varianten (Valverde et al., 1996)) als Pradispositionsgen

fur maligne Melanome bezeichnet werden.

4.6 Ausblick

Mogliche weiterfihrende Untersuchungen der Mutationsfolgen

Um konkret die Auswirkungen der Mutationen auf die Funktionen des NBS7-
Produktes Uberprifen zu koénnen, mulssten weitere Untersuchungen
durchgefuihrt werden. Dabei kann man sich an den bekannten zellularen
Merkmalen des NBS wie erhohte chromosomale Instabilitat, erhohte
Strahlensensibilitat und defekte Immunglobuline orientieren und nach

Funktionsausfallen durch die entdeckten Mutationen im heterozygoten Zustand
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suchen. Dazu stehen verschiedene Untersuchungsansatze zu Verfligung
(Chrzanowska und Janniger, 2006).
Immunologische Testverfahren: Defekte in NBS71 verursachen eine

Chromosomeninstabilitat und in der Folge treten gehauft Chromosomenbriche
im Bereich der Gene flir die Immunglobuline IgG und IgA auf (siehe Kapitel
1.2). Die Funktionsfahigkeit dieser Antikérper wird also indirekt durch
Mutationen in NBS71 beeinflusst und bei der Untersuchung spezieller
Mutationsfolgen sollten daher insbesondere diese Immunglobuline auf ihre
Funktion hin gepruft werden. Weiterhin ist beim NBS in erster Linie die T-Zell-
Immunitat gestdrt. Eine  Bestimmung der Anzahl von CD3*-Zellen und der
CD4"-Helferzellen, sowie des CD4"/CD8"-Verhaltnisses konnte Rickschllisse
auf mogliche Mutationsaus-wirkungen zulassen.

Zellulare Analysen: Um die Reaktion der Zellen auf ionisierende Bestrahlung zu

untersuchen werden in der Regel Lymphozyten und Fibroblasten nach der
Bestrahlung mit so genannten CSAs (colony survival assays) auf eine mog-
licherweise erhohte Sensitivitat oder eine erhdohte Rate von Chromosomen-
brichen hin untersucht. DNA-Replikationsanalysen zeigen das Vorkommen von
RDS auf und Immunfluoreszenzanalysen liefern Informationen tber die Bildung
nukledrer Foki (IRIF) durch den Mre11/Rad50/Nibrin-Komplexes infolge
ionisierender Bestrahlung (Carney et al., 1998). Weiterhin kann mit Methoden
wie  Western Blot-Technik, Immunprazipitationen mit spezifischen
farbmarkierten Antikorpern, Massenspektrographien und
Gelfiltrationschromatographien das Genprodukt Nibrin sowie dessen
Interaktionen mit Mre11 und Rad50 im M/R/N-Komplex untersucht werden
(Carney et al., 1998).

Was die Assoziationsanalyse betrifft, so wurden im Rahmen dieser Studie mit
Genotypisierung von DNA-Pools, Individualgenotypisierung und Haplotypen-
rekonstruktionen alle derzeit Ublichen Untersuchungsmethoden weitgehend
durchgefuhrt. Um weitere Informationen Uber eine mogliche Assoziation
zwischen Mutationen im NBS7-Gen und der Melanomerkrankung zu erhalten,
konnte die Durchfliihrung einer Segregationsanalyse diskutiert werden. Dabei

werden moglichst umfangreiche Familiendaten gesammelt und mit Hilfe eines

69



statistischen Verfahrens ausgewertet. Ziel der Untersuchung ist es festzu-
stellen, ob zum Beispiel eine bei einem Indexpatienten gefundene Sequenz-
variation in der betreffenden Familie mit der Erkrankung oder einem Vorlaufer
der Erkrankung segregiert. Generell werden Segregationsanalysen fur die
Untersuchung von Erbgangshypothesen verwendet, wobei man zwischen
einfachen und komplexen Segregationsanalysen unterscheidet. In den
klassischen, einfachen Modellen wird dabei getestet, ob die als Hypothese
angenommene Segregation eines Einzelgens bzw. einer Sequenzvariante
entsprechend den Mendelschen Gesetzen mit den in den aufeinanderfolgenden
Generationen auftretenden Phanotypen in Einklang zu bringen ist. Komplexe
Segregationsanalsen dagegen beruhen auf Likelihood-Methoden und erlauben
zum einen den Test auf monogene, polygene und gemischt monogen-polygene
Erbgange, zum anderen ermdglichen sie es, das Auftreten von Hauptgenen, bei
denen mehrere Genkombinationen der Eltern mdéglich sind, zu testen (Bonney
et al., 1988 ; Elston, 1992).

Da in der vorliegenden Studie die Stammbaumanalysen der drei Patienten, bei
denen Mutationen in Exon 6 von NBS1 gefunden wurden, ergaben, dass in der
naheren Verwandtschaft keine Melanomfalle aufgetreten waren, kénnte die
Datenerhebung z.B. auf das Vorkommen und die Anzahl dysplastischer Navi
erweitert werden. Maoglicherweise segregieren Sequenzveranderungen im
NBS1-Gen mit diesen Melanomprakursoren.

Gemal den Leitlinien der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG)
(http://awmf.org/— http.//leitlinien.net/—AWMF-Leitlinien-Register Nr. 013/045)
zahlen die Familienmitglieder von Patienten mit malignen Melanomen zu
Risikopersonen, die einer eingehenden Uberwachung bediirfen. Dabei sollten
durch einen speziell dafur qualifizierten Arzt jahrliche oder halbjahrliche
Screening-Untersuchungen der Haut und speziell von melanozytaren Navi
mittels Auflichtmikroskopie durchgefuhrt werden. Weiterhin gelten insbesondere
fur diese Personen die allgemeinen Regeln zur Hautkrebspravention, die unter
anderem durch die Sektion Dermatologische Onkologie der Universitats-
Hautklinik der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen in Zusammenarbeit mit dem

»oudwestdeutschen Tumorzentrum- Comprehensive Cancer Center Tubingen®
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unter dem Motto ,Im Schatten ist die Sonne am schdnsten- Sonne mit Vernunft®
formuliert wurden (http.//www.dermonko.de/arbeitsbereiche/

melanomnachsorge.html;http.//www.medizin.uni-tuebingen.de/itz/itzsonne.html).
Zu der primaren Pravention gehéren neben dem Schutz der Haut vor UV-
Strahlung durch  Sonnenschutzmittel und ausreichende Bekleidung,
Selbstbeobachtungen der Haut auf Veranderungen hin, sowie moglichst
jahrliche Kontrollen durch einen Dermatologen. Da die Bedeutung von
Mutationen im NBS7-Gen bei Patienten mit Melanomen bisher nicht
abschlielend geklart werden konnte, kénnen fur heterozygote Mutationstrager
keine abweichenden Empfehlungen gegeben werden. Sie sollten jedoch als
Risikopersonen die geltenden praventiven Massnahmen unbedingt einhalten

und unter intensiver dermatologischer Beobachtung stehen.

Bedeutung der genetischen Melanomforschung fur Diagnostik und
Gentherapie

Die Suche nach Pradispositionsgenen ist auch in Bezug auf die
genetische Diagnostik und Therapie des malignen Melanoms von Bedeutung.
Die Entwicklung molekulargenetischer Tests fur Mutationen in bekannten Pra-
dispositionsgenen wirde die frihe Diagnose eines erhdohten Melanomrisikos
ermdglichen und zu einer gezielten Vermeidung weiterer Risikofaktoren
beitragen. Aus gentherapeutischer Sicht ist die Erforschung der genetischen
Ursachen des malignen Melanoms insbesondere fir die somatische
Gentherapie von Interesse, da im Falle dieser Hauterkrankung ein direkter
Zugang zu den betroffenen Zellen Uber Salben, Auflagen oder kutaner
Injektionen moglich ist. Die grundlegende Idee der somatischen Gentherapie
bestent zum einen darin, intakte Gene in die defekten somatischen
Korperzellen einzubringen, um so den Krankheitsverlauf aufzuhalten oder
zumindest zu verlangsamen. Zum anderen werden Gene oder sogar ganze
Chromosomen eingesetzt, die die Funktion des im betreffenden Patienten
veranderten Gens gunstig beeinflussen. Zum  Erreichen  dieser
zukunftsorientierten Ziele konnen Studien wie die hier vorgelegte beitragen,
indem bekannte Tumorsuppressorgene als Pradispositionsgene charakterisiert

werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das maligne Melanom weist in ca. 10% der Falle eine familiare
Haufung auf und es konnten bislang nur fur einen Teil dieser Falle die zugrunde
liegenden Gene bzw. Mutationen identifiziert werden. Die Suche konzentriert
sich daher weiterhin auf Onkogene und Tumorsuppressorgene, zu denen auch
das NBS1-Gen zahlt. Homozygote Mutationen im NBS7-Gen verursachen das
Nijmegen Breakage Syndrom (NBS), eine seltene autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankung, die zu der Gruppe der ,Chromosomenbruchsyndrome® gehort. Das
NBS1-Genprodukt Nibrin ist als Teil des Mre11/Rad50/Nibrin-Komplexes unter
anderem am DNA-Reparaturmechanismus beteiligt. Die Tatsache, dass UV-
Strahlung eine entscheidende Rolle in der Melanomgenese spielt und NBS-
Patienten eine erhdhte Strahlungssensibilitat sowie Hautveranderungen auf-
weisen, fuhrte zu der Fragestellung, ob Sequenzveranderungen im NBS7-Gen
bei Melanompatienten gehauft auftreten und somit mit einem erhdhten
Melanomrisiko in Zusammenhang stehen konnten. Heterozygote Trager von
NBS1-Mutationen kdénnten demzufolge z.B. Uberempfindlich auf diagnostische
Rontgenstrahlung oder Strahlentherapie reagieren und es ware denkbar, dass
in ihren Zellen die Reparatur UV-vermittelter DNA-Schaden nur ungenitgend
erfolgt.

Im Rahmen dieser Studie wurde daher in einem ersten Schritt die genomische
DNA von 376 Melanompatienten auf Mutationen in NBS7-Exon6 hin untersucht,
da hier am haufigsten Mutationen auftreten. Fur die Untersuchungen wurde
dieses Exon mittels Polymerase Chain Reaction (PCR) amplifiziert und mit
Denaturating High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) analysiert.
Auffallige Proben wurden anschlielend direkt sequenziert. Die Analysen
identifizierten Sequenzveranderungen in drei Fallen, wobei ein Patient
heterozygot fur die NBS71-Grundmutation 657del5 war. Der zweite Patient wies
die Missense-Mutation V210F (628G—T) auf, welche bereits bei Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphomen und akuter lymphatischer Leukamie beschrieben
wurde. Bei einem dritten Patienten konnte die Aminosauresubstitution F222L
(664T—C), die bislang noch nie beschrieben wurde, heterozygot nachgewiesen

werden. Eine Vergleichsstudie desselben Patientengutes mit direkter
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Sequenzierung konnte zusatzlich bei einem Patienten die Punktmutation
R215W identifizieren. Die Frequenz der Sequenzvariationen im untersuchten
Patientengut lag jeweils unter 1%.

Um die neu entdeckte Sequenzvariante F222L als Polymorphismus
auszuschlief3en, wurde in einem zweiten Studienabschnitt ein Kollektiv aus 629
Melanompatienten und 590 Kontrollpersonen mittels MassEXTEND/MALDI-
TOF-Analysen auf diese Einzelnukleotidsubstitution hin untersucht. Da sie bei
keiner der getesteten Personen gefunden werden konnte, wurde F222L als
nicht-krankheitsassoziierte ,unklassifizierte Variante“ eingestuft.

Um schlieBlich den generellen Zusammenhang zwischen dem NBS7-Gen und
der Melanomerkrankung zu analysieren, wurde in einem dritten Schritt im
Rahmen einer molekulargenetische Assoziationsstudie eine Studienpopulation
aus 632 deutschen Melanompatienten und 615 deutschen Kontrollpersonen
untersucht. Drei aus der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) ausgewahlte SNPs innerhalb des NBS71-Gens dienten dabei
als Marker und wurden nach MassEXTEND-Primerextension mittels MALDI-
TOF-Massenspektroskopie sowohl in vier DNA-Pools als auch fur jedes
Individuum einzeln genotypisiert. Eine Haplotypenrekonstruktion und —analyse
mit Hilfe des Softwareprogammes PHASE (Version 1.0) lieferte weitere
molekulargenetische Informationen zu der Studienpopulation. Alle Analysen
ergaben dasselbe Ergebnis: es konnte keine statistisch signifikante Assoziation
zwischen dem NBS17-Gen und der Melanomerkrankung festgestellt werden.
Daraus wird gefolgert, dass dieses Tumorsuppressorgen in der deutschen
Bevolkerung keinen starken Einfluss auf eine Erhdhung des Melanomrisikos
hat. Da aufgrund von mangelndem Tumormaterial der Patienten mit
Sequenzvarianten in Exon 6 von NBS7 keine LOH-Analysen durchgefiihrt
werden konnten, bleibt die Frage offen, ob in diesen Einzelfallen die entdeckten
DNA-Veranderungen an der Entwicklung der Melanomerkrankung ursachlich
beteiligt waren. Weiterhin kénnen aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse
keine Aussagen darlUber getroffen werden, ob epigenetische Phanomene oder
allelische Heterogenitat von NBS71 zu einer erhohten Melanompradisposition

beitragen.
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