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1. Einleitung

1.1. Tumorgenese

1.1.1. Allgemein

Anfang des letzten Jahrhunderts stellte Theodor Boveri die Hypothese auf, dass die Entstehung
von Karzinomen mit Chromosomenanomalien assoziiert sei (Boveri, 1914). Der erste eindeuti-
ge Beweis dafiir wurde in den 1960er Jahren von Nowell und Hungerford erbracht (Nowell and
Hungerford, 1960). Sie entdeckten das Philadelphia-Chromosom — eine Translokation der
Chromosomen 9 und 22 (Rowley, 1980) — in den Blutzellen von an chronischer myeloischer
Leukidmie (CML) erkrankten Patienten.

Jedes Karzinom ist das Ergebnis eines unabhéngigen Evolutionsprozesses einer einzelnen Zel-
le. Die Akkumulation von aufeinanderfolgenden Mutationen vollzieht sich Schritt fiir Schritt.
Jede einzelne Mutation bringt entweder einen selektiven Nachteil oder Vorteil mit sich. Dabei
kann sich eine immer weiter expandierende Zellpopulation entwickeln, die zu einem Tumor
und schlieBlich zu einem Karzinom fiihren kann. Aber nicht nur die Anhdufung von Muta-
tionen, sondern auch die Reihenfolge der betroffenen Gene determiniert die Entstehung und die
Eigenheit des Karzinoms. Nur Mutationen in Genen, die Einfluss auf das Zellwachstum haben,
konnen die Tumorbildung initiieren, die sich dann durch Mutationen in anderen Genen weiter
fortsetzt. Die Mehrheit dieser Mutationen ist somatisch und nur in individuellen Krebszellklo-
nen zu finden.

Etwa 10-15% der Krebspatienten sind von erblich bedingten Krebsformen betroffen. Bis heute
sind mehr als 20 verschiedene erbliche Krebserkrankungen beschrieben und spezifischen
Keimbahnmutationen in den verantwortlichen Genen zugeordnet worden. Das Risiko an Krebs
zu erkranken wird fiir jemanden, der ein mutiertes Allel eines krebsverursachenden Gens trigt,
von verschiedenen Faktoren beeinflusst: der Funktion des mutierten Gens, Art und Lokalisa-
tion der Mutation, anderen zelluldiren Genen, Didten, Lebensstil, Umwelt, u. v. m. (Fearon,
1997).

Die Entscheidung, ob es sich um eine erblich bedingte Krebsform handelt, ist oft nicht leicht zu

treffen. Eine erbliche Form einer Krebserkrankung sollte immer dann in Erwédgung gezogen
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werden, wenn mehrere Familienmitglieder in jungen Jahren an Krebs erkranken, es sich um

seltene Krebserkrankungen (z. B. Retinoblastome, Osteosarkome) handelt oder die Betroffenen

multiple Primédrtumore entwickeln. Inkomplette Penetranz und Phinokopien erschweren die

Unterscheidung zwischen vererbten und sporadischen Formen (Fearon, 1997).

Nachfolgend sind ein Grofteil der bekannten erblich bedingten Krebsformen aufgefiihrt.

zinom

Ca.

Syndrom Hiu- Primér- assoziierte chromo- | kloniertes Funktion des
figkeit tumor Krebsformen somale Gen Genproduktes
Lokali-
sation
Dominante Vererbung — Tumor-Supressor-Gene
Fam. Reti- | 1:23000 |Retinoblas- | Osteosarkom 13q14.3 |RBI1 Regulation von Zellzyk-
noblastom tom lus und Transkription
Li-Fraume- | 1:10000 | Sarkome, Gehirntumor, Leukd- | 17p13.1 [ p53 Transkriptionsfaktor
ni-Syndrom Brustkrebs | mie und Apoptoseregulation
Fam. ade- 1:8000 | Kolorektaler | Kolorektale Adeno- |5q21-22 | APC s. Text
nomatose Tumor me, Magen- und
Polyposis Duodenum-Ca, Oste-
(FAP) ome, CHRPE
Hereditédrer | 1:3500 Kolorektaler | Tumore im Endome- | 2p16, hMSH?2, DNA-Reparatur
non polipo- Tumor trium, Ureter, Gallen- | 3p21, hMLHI,
ser kolorek- gang, an den Ova- 14q14.3, [hMLH3,
taler Tumor rien, Glioblastom 2q32, PMSI,
(HNPCC) 7p22, PMS2,
2pl6 hMSH6
Neurofibro- | 1:3500 | Neurofi- Neurofibrosarkome, |17q11.2 |NF1 GAP fiir p21 Ras-
matose brom akute myeloische Proteine
Typl (NF1) Leukédmie, Gehirn-
tumore
Neurofibro- | 1:40000 [ Akustikus- | Gliome, Ependymo- |22q12.2 |NF2 Bindung von Membran-
matose neurinom me proteinen an das Zyto-
Typ2 (NF2) Meningeom skelett
Wilms Tu- | 1:12000 | Wilms Tu- | Aniridie, genitale 11p13 WT1 Transkriptioneller Re-
mor (WT) mor Anomalien, mentale pressor
Retardierung
Wiedmann- | 1:13700 | Wilms Tu- | Organomegalie, 11p15 CDKNIC | Zellzyklusregulator
Beckwith- mor Hepatoblastom,
Syndrom adrenokortikales Ca.
Nivoides 1:64000 | Basalzellen | Kieferzysten, Medul- |9q22.3 PTCH Transmembrandser
Basalzell Hautkrebs loblastome, ovariale Rezeptor
Karzinom Fibrome
Syndrom
(NBCCS)
Fam. Brust- | 7% aller | Brustkrebs, |Ovarialtumor 17921 BRCA1 Interaktion mit Rad51
krebs Mamma- Protein, Reparatur von
Cas Doppelstrangbriichen
Fam. Brust- Brustkrebs | Minnl. Brustkrebs, 13q12 BRCA2 Interaktion mit Rad51
krebs Pankreas-Ca. Protein
Von-Hip- 1:36000 | Nieren-Ca | Phédochromozytom, 3p25 VHL Regulator der transkrip-
pel-Lindau retinale Angiome, tionellen Elongation
Syndrom Himangioblastome durch RNA-Polymerase
(VHL) 11
Fam. Nie- Klarzelliges | Lungen-, Nieren-, 3pl4.2 FHIT Nukleosidhydrolase
renzellkar- Nieren-Ca | Magen- und Cervix-
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Fam. Ma- Magen-Ca | Brust-, Kolon-, Haut- | 16g22.1 | E-Cadhe- |Zelladhésionsregulation
genkrebs und Lungen-Ca rin
Hereditires Prostata- 1925 RNAseLl. | Zellproliferation
Prostata-Ca krebs
Multiple 1:4000 | Pankreas- Parathyroidhyperpla- | 11q13 MENI1 Transkription
endokrine Inselzell-Ca. | sie, Hypophysenade-
Neoplasie nome
Typl
(MEN1)
Cowden 1:200000 | Brustkrebs, | Intestinale hamartose | 10q23 PTEN Dual-Spezifische
Krankheit follikuldrer | Polypen, Hautlésio- Phosphatase mit Ahn-
Schilddrii- | nen lichkeit zu Tensin
senkrebs

Multiple 1:60000 | Exostosen Chondrosarkom 8q24.1, EXTI, EXT1 und 2 bilden
Exostosen 11pl1- EXT2, Komplex als Glykosyl-

13, 19p EXT3 transferasen. EXT3 n.b.
Juvenile 1:16000- | Polyposis Pankreas- und Ko- 18q21.1 |SMAD4 | Signaltransduktion
Polyposis 100000 lon-Ca, Hamartome |10g22.3 [BMPRI1A | Serin-Threonin-Kinase
Peutz-Je- 1:25000 | Kolorektaler | Hamartome, Kolon-, | 19p13 LKBI1 Serin-Threonin-Kinase
ghers- Tumor Rektum- und Brust-
Syndrom Ca
Tuberose 1:10000 | Sklerose Nieren- und Gehirn- | 16p13.3 | TSC2 Zellzyklusregulator
Sklerose tumore
Palmoplan- Osophagus- | Leukoplakie 17q12-21 | KRT9 n.b.
tare Kerato- Ca KRT16
dermie
Rezessive Syndrome — Tumor—Supressor-Gene
Ataxia Tele- | Selten | Lymphome, |Brustkrebs 119223 |ATM Chromosomale Stabili-
angiektasia Leukdmien sation
(AT)
Blooms Selten | Hauttumor 15q26.1 |BLM DNA-Helikase
Syndrom
Xeroderma Melanom, 9q22.3 XPA DNA-Reparatur
Pigmentosa Spinaliom 3p25 XPC
(XP) 19q13.2 | XPD
Familidre Kolorektaler 1p34.3- [MYH Interaktion mit h(MSH6,
Polyposis Tumor p32.1 Pradisposition fiir somat.
Coli Mutation GC 2> TA
Dominante Vererbung — Protoonkogene
Hereditérer Renaler Tu- 7931 MET Transmembrandser
papillédrer mor (papilld- Rezeptor
Nieren Tu- rer Typ)
mor (HPRC)
Multiple Medulldrer | Fam. medulldrer 10q11.2 |RET Transmembrandser
endokrine Schilddrii- Schilddriisenkrebs Rezeptor
Neoplasie 1:30000 | senkrebs Typ2A: Phiochro-
Typ 2 mozytom, Parathy-
(MEN2) roidhyperplasie

selten Typ2B: Phiochromo-
zytom, mukoses Ha-
martom
Fam. Mela- | 10% al- | Melanom Pankreas-Ca, dyspla- | 9p21 pl6 Inhibitor von CDK4 und
nom ler Me- stische Nivi 12q13 (CDKN2) [CDKG6
lanome CDK4

Tab. 1: Erblich bedingte Krebsformen. Angelehnt an (Fearon, 1997), (Macleod, 2000). Die Tabelle hat keinen Anspruch auf Vollstindigkeit.




Einleitung 4

1.1.2. Einteilung der Krebsgene

Krebs verursachende Gene werden in zwei Klassen unterteilt: die Protoonkogene und die Tu-
mor-Supressor-Gene. Die Protoonkogene regulieren die Zellproliferation. Zu den Genproduk-
ten zdhlen zytoplasmatische Messenger, Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Zell-
zyklusfaktoren. Durch Mutationen werden aus Protoonkogenen Onkogene. Sie agieren auf
Zellniveau immer dominant, d. h., dass eine Mutation in einem Allel fiir eine Entartung der
Zelle ausreichen kann. Eine somatische Mutation des anderen Allels ist nicht erforderlich. Die
Mutation eines Allels fiihrt entweder zu einem Funktionszuwachs (gain of function) in der Zel-
le und somit zu einer erhohten Zellproliferation oder einem Funktionsverlust (loss of function),
der den Eintritt der Zelle in die Apoptose verhindert und somit der Zelle eine lingere Uberle-
bensdauer ermoglicht.

Mutationen in Tumor-Supressor-Genen fithren zu einem Funktionsverlust (loss of function) des
Genproduktes (Haber and Harlow, 1997). Zu diesen Genprodukten gehoren Proteine, die in der
Wachstumsinhibierung, Apoptose, Zellzyklusregulierung, Transkriptionsregulierung, DNA-
Reparatur und den Signaltransduktionswegen eine wichtige Rolle spielen. In Ubereinstimmung
mit Knudsons ,,two hit“ Theorie (Knudson, 1971) der Keimbahndefekt in einem Tumor-
Supressor-Gen auf somatischer Ebene rezessiv. Es kommt also erst nach Mutation des korres-
pondierenden normalen Allels zur Karzinomentwicklung (Fearon and Vogelstein, 1990),
(Weinberg, 1994).

Unabhiingig davon, ob es sich bei einer Keimbahnmutation eines Krebsgens um ein Tumor-
Supressor-Gen oder ein Protoonkogen handelt, sind zusétzliche somatische Mutationen in an-

deren Genen, meist Protoonkogenen, fiir die weitere Krebsentwicklung notig.

Erblich bedingte Krebsformen

Erblich bedingte Krebsformen entstehen auf der Basis von Keimbahnmutationen in Protoon-
kogenen oder Tumor-Supressor-Genen. Keimbahnmutationen in diesen Genen wirken storend
auf die Regulation der Zellteilung und fiihren zu einer Proliferation der Zellteilung oder ver-
hindern die Apoptose. Erst die nachfolgenden Mutationen geben einer Zelle die malignen Ei-
genschaften (z.B. Zellkontaktverlust ohne Apoptose, Metastasenbildung, infiltrierendes
Wachstum).

Die meisten erblichen Krebsformen folgen einem dominanten Vererbungsmuster bedingt durch
Mutationen in der Keimbahn. Sowohl bei Tumor-Supressor-Genen als auch bei Protoonkoge-

nen fiihrt eine Keimbahnmutation (Heterozygotie) zu einem erhohten Erkrankungsrisiko. Al-
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lerdings ist bei Tumor-Supressor-Genen neben der Keimbahnmutation zur weiteren Krebs-
entwicklung eine somatische Mutation im zweiten Allel notig. Onkogene bendtigen dagegen
nur ein mutiertes Allel — bei vererbten Formen ist das die Keimbahnmutation. Die Tatsache,
dass bis zur endgiiltigen Entartung von Zellen zusitzliche Mutationen in anderen Genen erfor-
derlich sind erklért, dass es bei Keimbahnmutationen von Krebsgenen nicht immer zu einer
Krebsentstehung kommt.

Krebssyndrome, die einem rezessiven Erbgang folgen, sind selten (AT, XP, Blooms Syndrom).
Sie beruhen auf die Keimbahninaktivierung beider Allele von Tumor-Supressor-Genen, die
DNA-Reparaturproteine kodieren. Das Krankheitsbild und das DNA-schidigende Agens sind
fiir jedes Syndrom spezifisch. Nur wenn beide Allele in der Keimbahn inaktiviert sind — also
Homozygotie besteht — ist ein erhohtes Krankheitsrisiko vorhanden. In allen Korperzellen sind
beide Allele des verantwortlichen Gens funktionslos. Dass dieser Ausfall nur in bestimmten
Organen zu Tumoren fiihrt, liegt wahrscheinlich an der unterschiedlichen gewebsspezifischen
Expression dieser Gene. Manche Autoren setzen die DNA-Reparaturgene als dritte Gruppe ne-

ben die Protoonko- und Tumor-Supressor-Gene (Weinberg, 1994), (Chung and Rustgi, 1995).

Sporadische Krebsformen

Bei sporadischen Karzinomen verhilt es sich @hnlich: Protoonkogene bendtigen auf somati-
scher Ebene nur ein mutiertes Allel zur Karzinomentwicklung. Mutierte Tumor-Supressor-
Gene verhalten sich meist rezessiv, d. h., dass beide Allele somatisch veridndert sein miissen,

damit es zur Tumorentartung kommt.

1.1.3. Identifizierung von Krebsgenen

Die Forschung an erblichen Krebserkrankungen bietet interessante Einblicke in die sporadi-
schen Krebsformen. Somatische Mutationen in sporadischen Krebsformen verdndern hiufig
Gene, die auch bei erblich bedingten Krebssyndromen betroffen sind. Auch die Funktion von
Signaltransduktionswegen wurde durch die Studie an diesen Genen verstidndlicher.

Die Methode der Wahl zur Kartierung von krebsverursachenden Genen ist die Kopplungsana-
lyse. Die Suche nach Krebsgenen kann durch zytogenetische Untersuchungen unterstiitzt wer-
den. Obwohl grofle chromosomale Defekte selten sind, haben solche Veridnderungen geholfen,
Loci von Genen zu finden, z. B. Deletionen (Retinoblastom (Francke, 1976), Wilms Tumor
(Riccardi et al., 1978), FAP (Herrera et al., 1986)) und balancierte Translokationen (Neuro-
fibromatose Typ1 (Fountain et al., 1989)). Schitzungsweise haben 10-15% aller Krebsformen

einen groflen erblichen Anteil.
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Ist ein Gen kartiert, konnen Kandidatengene in dieser Region durch positionelle Klonierung,
LOH (loss of heterozygocity) und/oder Datenbanksuche isoliert und untersucht werden. Als
Beweis, dass es sich bei einem Kandidatengen um das gesuchte Gen handelt, muss bei jedem
Betroffenen in einer Familie eine Mutation gefunden werden und in funktionellen Studien ge-

zeigt werden, dass dieses Gen kausal an der Erkrankung beteiligt ist.

¢ LOH im Tumorgewebe ist ein Anzeichen, dass es sich bei dem mutierten Gen um ein Tu-
mor-Supressor-Gen handelt (Cavenee et al., 1983), (Fearon and Vogelstein, 1990). In Kar-
zinomen von Betroffenen mit einer Keimbahnmutation in einem Tumor-Supressor-Gen
wird das andere Allel somatisch meist via LOH inaktiviert. In sporadischen Krebsformen,
die auf ein Tumor-Supressor-Gen zuriickzufiihren sind, sind beide Allele durch somatische
Mutationen inaktiviert, doch erst bei der zweiten Mutation (LOH) kommt es zu einer
Wachstumszunahme der Tumorzellen. LOH Studien haben zur Lokalisation der Gene NF2,
MEN1 und NBCCS gefiihrt (Seizinger et al., 1986), (Seizinger et al., 1987),
(Chandrasekharappa et al., 1997), (Hahn et al., 1996).

¢ Positionelles Kandidatengen: Dieses Verfahren beruht auf Kopplungsanalyse und Se-
quenzierung. Fine genomweite Kopplungsanalyse kartierte MEN2 auf Chr.10q11-12 und
HPRC auf 7q31-34 (Mulligan et al., 1993), (Mulligan et al., 1994), (Schmidt et al., 1997).
LOH Studien in diesen Regionen waren negativ, so dass Tumor-Supressor-Gene als Verur-
sacher dieser Syndrome ausschieden. Es wurden in beiden Regionen Protoonkogene gefun-

den (RET in 10q11.2 und MET in 7q31).

® Die dritte Methode, Kandidatengene ausfindig zu machen benutzt das bekannte Wissen ii-
ber genetische und biochemische Transduktionswege in normalen Zellen und in Krebs-
zellen, da Mutationen in Krebszellen eine bestimmte Anzahl von kritischen zelluldren Sig-
nalwegen angreifen und eine Mutation in einem von verschiedenen Genen innerhalb eines
Weges dhnliche phinotypische Konsequenzen (Heterogenitit) hervorruft. So wurden wich-
tige Einblicke in die Kanzerogenese von Melanomen und Kolonkarzinomen gewonnen. Ein
Beispiel dieser Methode ist HNPCC: Hier halfen frithere Studien iiber Defekte in DNA-
Reparatur-Systemen in Bakterien und Hefen. Das Auftreten tausender somatischer Mutati-
onen in kurzen, wiederholten DNA-Sequenzen in Krebszellen von HNPCC-Patienten legte
den Verdacht nahe, dass die Krebszellen einen Defekt in der DNA-Synthese oder in der
DNA-Reparatur haben. Kopplungsstudien haben zwei der Gene auf die Chromosome 2p
(hMSH2) und 3p (hMLH1) kartiert (Marra and Boland, 1995).



Einleitung 7

Die Proteine, die durch die in Tab. 1 aufgefiihrten Krebsgene kodiert werden, sind an vielen
verschiedenen zelluldiren Prozessen beteiligt: Proliferation, Differenzierung, Apoptose und
Erhaltung der genomischen Integritit. Diese Proteine funktionieren als Transmembranrezepto-
ren (MET, PTCH, RET), zytoplasmatische, regulatorische oder strukturelle Proteine (NF1,
PTEN, APC, NF2), Transkriptionsfaktoren oder Regulatoren der Transkription (p53, WTI,
RB1, VHL), Zellzyklusfaktoren (CDK4, p16), oder es sind DNA-Reparatur-Proteine ((MSH2,
hMLH1, ATM, BRCA1, BRCA2, XPA, XPC, XPD, BLM).

Weitere Untersuchungen von vererbten Mutationen, die die Wahrscheinlichkeit an Krebs zu er-
kranken beeinflussen, werden helfen, Krebs rechtzeitig zu erkennen, richtig und effektiv zu

behandeln und méglicherweise eines Tages zu verhindern.

1.1.4. Kolorektale Tumorgenese

Kolorektale Karzinome sind in der westlichen Welt — unabhiéngig vom Geschlecht oder ethni-
schen Ursprung — nach Lungenkarzinomen die zweithidufigste Todesursache bei Krebserkran-
kungen (Dept. of health, 1998). Die Mehrzahl der kolorektalen Karzinome entsteht auf dem
Boden vorbestehender Adenome, initiiert durch eine Mutation im APC-Gen. Das lifetime-
Risiko eines Kolonkarzinoms liegt in der westlichen Bevolkerung bei 5%, steigt aber drama-
tisch mit dem Alter an. Mindestens 50% der westlichen Bevolkerung bekommt bis zum Alter
von 70 Jahren einen kolorektalen Tumor (Adenom), der bei jedem zehnten bosartig entartet
(Kinzler and Vogelstein, 1996), (Fodde, 2002).

Kolorektale Karzinome bieten ein gutes System zur Erforschung genetischer Verinderungen
wihrend der Entwicklung eines menschlichen Tumors. Sie entstehen auf dem Boden eines gut-
artigen Adenoms und entwickeln sich iiber mehrere Stadien hin bis zum metastasierenden Kar-
zinom. Dickdarmkrebs entwickelt sich typischerweise iiber Dekaden hinweg. Nach der von
Vogelstein etablierten Adenom-Karzinom-Sequenz sind zur endgiiltigen Entwicklung wahr-
scheinlich sechs genetische Ereignisse notig (s. Abb. 1), von denen die ersten in etwa 85% Mu-
tationen in APC sind (Fearon and Vogelstein, 1990). Der Funktionsverlust von APC triggert
eine Kette molekularer und histologischer Verinderungen. Entscheidend fiir die Tumormor-
phologie und -progression ist eher die zeitliche Abfolge von Mutationen in unterschiedlichen
Genen als die Menge von Mutationen (Fodde et al., 2001).

Neben den sporadischen Formen von kolorektalen Tumoren gibt es zwei erbliche Syndrome —
FAP und HNPCC. Epidemiologische Studien belegen, dass mehr als 15% aller kolorektalen

Karzinome ein dominantes Vererbungsmuster aufweisen (Kinzler and Vogelstein, 1996).



Einleitung 8

Mutation oder Verlust DNA-Hypo- Mutation von Verlust von Verlust von Andere
von APC (5q) methylierung K-RAS (12p) DCC (18q) p53 (17p) Verinderungen

R B

Normales > Hyperprolifera- Friihes > Intermediires > Spites > Karzi- Metas-
Epithel tives Epithel > Adenom Adenom Adenom nom > tasen

Abb. 1: Schritte der kolorektalen Karzinomentwicklung mit Angabe der betroffenen Gene, nach (Kinzler and Vogelstein, 1996).

1.2. FAP - Familiire Adenomatose Polyposis

1.2.1. Historie

Als ,,dessiminierte Polypen des Rektums* beschrieb Harrison Cripps 1882 die ersten beiden
Félle von adenomatdser Polyposis in Transaction of the Pathological Society of London
(Cripps, 1882). Schon damals erkannte er die charakteristischen Zeichen von multiplen Poly-
pen und assoziiertem Blut im Stuhl und bemerkte, dass es sich bei den beiden Fillen um Ge-
schwister handelte. 1925 wurde dieses Krankheitsbild von Lockhart-Mummery erstmals unter
dem Namen ,,familidre adenomatose Polyposis® (FAP) veroffentlicht (Lockhart-Mummery,
1925).

Die autosomal dominant vererbte familidre adenomatose Polyposis umfasst ungefihr 1% aller
kolorektalen Karzinomerkrankungen mit einer Héaufigkeit von 1:8000 in der westlichen Welt
(Bisgaard et al., 1994). Bei 75% der betroffenen Familien lésst sich eine positive Familien-
anamnese erheben; die {ibrigen Erkrankungsfille werden durch Neumutationen verursacht. Das
verantwortliche Gen, APC (adenomatdse polyposis coli), ist ein Tumor-Supressor-Gen und
liegt auf dem langen Arm von Chromosom 5 (5g21). Seit 2003 ist ein weiteres Gen (MYH,
1p34.3-32.1) als Ursache von FAP identifiziert. Hierbei handelt es sich um ein DNA-Repara-

tur-Gen mit autosomal rezessiver Vererbung (Sieber et. al., 2003).

1.2.2. Klinik und Diagnostik (APC)

Fiir Personen, die eine genetische Pridisposition fiir FAP geerbt haben, besteht ein hundertpro-
zentiges Karzinomrisiko. Klinisch imponiert die Erkrankung in der zweiten Lebensdekade
durch progressive Entwicklung multipler (>100) kolorektaler Adenome, insbesondere im dista-
len Dickdarmabschnitt, die als obligate Prikanzerose zu werten sind. Meist kommt es im drit-
ten bis vierten Lebensjahrzehnt zu einer malignen Entartung. Héufig treten bei FAP-Patienten

vor allem im Bereich des oberen Gastrointestinaltraktes zusétzliche Neoplasien (Adenome im
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Magen, Duodenum und an der Papilla Vateri) mit erhéhtem Karzinomrisiko auf. Bei 40% der
Patienten werden Driisenkorperzysten des Magens gefunden. Diese sind jedoch nicht mit ei-
nem erhohten Karzinomrisiko verbunden. Des Weiteren werden Zahn-/Kieferanomalien
(17%), Osteome (75-90%) und Hautneoplasien wie Epidermoidzysten (50%) und Desmoide
(10-15%) beobachtet. Die Desmoide finden sich als semimaligne, infiltrativ wachsende Tumo-
ren im Bereich von Hautnarben und hiufig intraabdominell im Mesenterium. Etwa 60% der
FAP-Patienten weisen eine Pigmentanomalie der Retina ohne Beeinflussung des Visus auf, die
sogenannte kongenitale Hypertrophie des retinalen Pigmentepithels (CHRPE) (Blair and
Trempe, 1980). Weniger hiufige extrakolonische Manifestationen sind Schilddriisenkarzino-
me, adrenokortikale Tumore, Hepatoblastome, Astrozytome und Medulloblastome (Giardiello
et al.,, 1991), (Naylor and Gardner, 1981), (Kartheuser et al., 1999). Eine weniger schwere
Form der FAP, die attenuierte adenomatdse Polyposis Coli (AAPC), ist durch eine geringe An-
zahl von Polypen (<100) charakterisiert, zeigt aber auch extrakolonische Manifestationen
(Spirio et al., 1993). Das Risiko, an Kolonkrebs zu erkranken bleibt dabei erhoht; es richtet
sich dabei grob nach der Anzahl der Polypen (Debinski et al., 1996). Der Erkrankungsbeginn
liegt im Vergleich zur klassischen FAP im Durchschnitt etwa 15 Jahre spéter, aber immer noch
zehn Jahre frither als bei sporadischen Krebsformen (Spirio et al., 1993). Als Gardner-Syndrom
wird die Kombination von kolorektalen Polypen mit epidermalen Zysten und gutartigen Os-
teoidtumoren des Kiefers und der Rohrenknochen beschrieben (Gardner, 1962). Das Turcot-
Syndrom bezeichnet das Auftreten von kolorektalen Polypen und zerebelldren Medulloblasto-
men (Hamilton et al., 1995), (Paraf et al., 1997).

Die klinischen Charakteristika der FAP sind in nachfolgender Tabelle zusammengefasst.

Erkrankung Definition Kolon und Rektum | Extrakolonische Manifestation
Klassische FAP >100 kolorektale Adenome |>100 Adenome Adenome und Karzinome im Duode-
(Polypen) distal > proximal num, selten im Magen, benigne Drii-

senkorperzysten im Magen, CHRPE,
seltener: Schilddriisen-Ca, Hepato-
blastome, Astrozytome

Gardner-Syndrom | >100 kolorektale Adenome |> 100 Adenome Epidermoidzysten, Osteome, Desmoi-
(Polypen) de

Turcot Syndrom >100 Adenome, ZNS-Tu- > 100 Adenome Medulloblastome
mor

Attenuierte FAP* | 5-100 Adenome, spétere 5-100 Adenome (wie klassische FAP)

(AAPC) Manifestation (~55. LJ) proximal > distal

Tab. 2: FAP-Formen und Charakteristika von FAP (*Uberlappung mit HNPCC)

Das Auftreten der extrakolonischen Manifestationen ist abhingig von der Lokalisation der ver-

erbten Mutation im APC-Gen (eine genauere Beschreibung folgt in Kap. 1.3.1.).
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1.2.3. Therapie und Vorsorge

Die bisher einzige Moglichkeit, das Auftreten eines kolorektalen Karzinoms bei Trigern einer
APC-Keimbahnmutation zu verhindern, besteht in der operativen Entfernung des gesamten
Kolons und Rektums. Diese Operation kann heute fast immer kontinenzerhaltend durchgefiihrt
werden. Bei operierten FAP-Patienten hat die Nachsorge das Ziel, Krankheitserscheinungen,
die auBerhalb des Dickdarms liegen, frithzeitig zu erkennen und gegebenenfalls therapeutisch
anzugehen. Hier sind vor allem Polypen des oberen Gastrointestinaltraktes sowie Desmoide zu
erwihnen.

Wenn die in der Familie krankheitsverursachende Mutation bekannt ist, kann im Rahmen einer
humangenetischen Beratung eine pridiktive molekulargenetische Analyse angeboten werden.
Allen Anlagetrigern und nicht getesteten Risikotridgern in der Familie sollten engmaschige
Kontrolluntersuchungen empfohlen werden (s. Tab. 3). Gleichzeitig kann Familienmitgliedern
ohne APC-Mutation diese Belastung erspart und die Angst vor einem erhohten Tumorrisiko
genommen werden. Wird bei dem Indexpatienten einer Familie keine Mutation im APC-Gen
gefunden, bleibt die Mdoglichkeit einer indirekten molekulargenetischen Analyse des FAP-
Genortes.

Neuere Studien geben Hinweise, dass Celecoxib, ein Cyclooxygenase-2-Inhibitor die Anzahl

kolorektaler Adenome in FAP reduzieren kann (Steinbach et al., 2000).

Alter Untersuchung Frequenz

Ab dem 10. Lebensjahr Korperliche Untersuchung einmal jihrlich
Rektosigmoidoskopie (bei Beobachtung erster | einmal jahrlich
Polypen Koloskopie statt Rektosigmoidoskopie)

Abdomensonographie einmal jdhrlich
Augenirztliche Untersuchung auf CHRPE Einmalig
Vor der prophylaktischen | Erste Gastro-Duodenoskopie, danach
Kolektomie bzw. ab dem » bei Nachweis von Adenomen einmal jahrlich
30. Lebensjahr » ohne Nachweis von Adenomen alle drei Jahre

Tab. 3: Vorsorgeplan bei Verdacht auf FAP
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1.3. Adenomatose Polyposis Coli

1.3.1. Das Gen (APC)

Das seit 1991 identifizierte Gen ist auf dem langen Arm von Chromosom
5 (5921-22) lokalisiert, s. Abb. 2 und 3, (Kinzler et al., 1991). Das APC-
Gen besteht aus insgesamt 21 Exons, die sich iiber eine Linge von 98kb
erstrecken. Die Exons 1-15 kodieren mit 8535bp das aus 2843 Amino-
sduren (311.8kDa) bestehende konventionelle APC-Protein. (Groden et
al., 1991), (Thliveris et al., 1996). Zusétzlich werden durch sechs alterna-
tiv expremierte Exons (0.1, 0.2, 0.3, BS, 9A und 10A) verschiedene Pro-
teinisoformen kodiert (s. Abb. 4 und 5) (Thliveris et al., 1994), (Horii et
al., 1993). Die Grof3e der Exons reicht von 85bp (Exon 2) bis 379bp (E-

<4— APC

xon 9), wihrend das letzte Exon (15) mit 6574bp bemerkenswert lang ist
und damit 75% des APC-Proteins kodiert.

Durch alternatives Spleilen kann das APC-Gen verschiedene Isoformen

generieren. Am 5°-Ende des Gens (vor Exon 1) wurden bisher vier weite-

Abb. 2: Chromosom 5 mit . .
Lokalisation der Bande rIe Exons entdeckt — 0.3, BS (brain specific), 0.1 und 0.2 (s. Abb. 4).
5q21-22 und dem APC-Gen.

Base Fosition 112150008 112200804
Chiomosome Bands Localized by FIEH Mapping Clones

Chromasome Bancd

Refieq Genes
AFC | i - 1 t e

ADbb. 3: Darstellung der genomischen Intron-Exon-Struktur des APC-Gens (Exons 1-15). Die oberste Reihe gibt die Basenposition im Ge-
nom an. Der Balken in der Mitte stellt die Chromosomenbande 5q22.2 dar. Die unterste Zeile entspricht dem APC-Gen. Die vertikalen
Striche stellen die einzelnen Exons da. Das grofie Exon 15 ist als Box am Ende des Gens abgebildet. Zwischen den vertikalen Strichen
(Exons) liegen die Introns. Die kleinen Pfeile geben die Leserichtung an. (Quelle: http://genome.ucsc.edu)

Durch diese vier zusitzlichen Exons konnen weitere neun verschiedene mRNA-Isoformen ent-
stehen (0.3-1-2; 0.3-2; BS-1-2; BS-2; 0.1-0.2-1-2; 0.1-0.2-2; 0.1-1-2; 0.1-2; 0.3-BS-1, s. Abb.
5) (Thliveris et al., 1994), (Santoro and Groden, 1997), (Horii et al., 1993). Ob diese Isoformen
durch gewebsspezifische Modifikation entstehen, ist noch nicht endgiiltig geklért. Auffallend
ist jedoch das Uberwiegen von APC mRNAs ohne Exon 1 in postmitotischen, differenzierten
Geweben wie Herz und Gehirn. Die Initiationstelle der Translation des Exons 1 wird bei des-
sen Fehlen durch Initiationsstellen in den Exons 0.2, 0.3 und BS ersetzt. In Exon 0.1 wurde

keine Initiationsstelle gefunden. Dies und das Auftreten Leserahmen-verschiebender Polymor-
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phismen in Nicht-Betroffenen in Exon 0.1 las-

sen darauf schliessen, dass es sich bei Exon 0.1 03 BS 0102 1 215 Exon

um ein nicht-kodierendes Exon handelt  Abb. 4: Reihenfolge der 5"Exons im Genom

(Santoro and Groden, 1997). Auch von den COBSOL0ZIbN 3

Exons 9 und 10 sind alternative Splicevarianten bekannt. Von beiden existieren je zwei Isofor-
men (9 und 9a / 10 und 10a) (Thliveris et al., 1996). In Exon 9a sind die Basen 934-1236 der
mRNA deletiert und daher das Protein um 101 Aminosduren verkiirzt (Groden et al., 1991),
Exon 10A ist dagegen um 18 Aminoséduren ldnger als Exon 10 (Sulekova et al., 1995), (Xia et
al.,, 1995). Es kodiert zusammen mit dem Exon 9A zusitzliche heptad-Wiederholungen (s.
Kap. 1.3.3). APC-Transkripte, die dieses verldngerte Motiv beinhalten, konnen méglicherweise
spezifische Protein-Protein-Interaktionen durch Formierung einer coiled-coil-Struktur einge-
hen. Eine weitere alternative Splei3form ist durch das Fehlen von Exon 14 charakterisiert. Sie
ist von grofer funktioneller Signifikanz, da der ORF (open reading frame) des langen Exon 15
verdndert wird. Es werden dann nur noch 19 Aminosiuren des Exon 15 translatiert. Dieses ver-
kiirzte Protein kommt physiologisch in einem geringen Prozentsatz in Korperzellen vor. Ob es
eine bestimmte Aufgabe in der Zelle tibernimmt, ist bisher noch nicht geklért (Sulekova et al.,

1995), (Sulekova et al., 1999).

m

0.3

NN
@l

\
Y

0.1 02
7 v . .
- Alternativ expremiertes Exon ¥ Startstelle fiir Translation
. obligat expremiertes Exon L Stopcodons

Abb. 5.: Schematische Darstellung von acht der neun alternativen Isoformen von APC. Exon 1 kodiert eine Translati-
onsstartsequenz (Pfeil). Die 5’ Exons 0.3, BS und 0.2 enthalten ebenfalls eine Translationsstartsequenz. Diese sind in-
frame mit Exon 2. Nicht dargestellt ist die neunte Isoform 0.3-BS-1. Angelehnt an (Santoro and Groden, 1997).

Mutationen in APC, ob somatisch oder in der Keimbahn, sind die ersten in der Krebsent-
stehung (Powell et al., 1992) und werden in 80% aller kolorektalen Adenome und Karzinome
gefunden. APC-Keimbahnmutationen sind bisher nur in kolorektalen Karzinomen, Magen- und
Pankreaskrebs gefunden worden. Moglicherweise hingt das mit den gewebespezifischen Iso-
formen von APC zusammen (Horii et al., 1993). (Nagase et al., 1993).

Die Mehrzahl (>95%) aller APC-Mutationen verursachen durch Stopmutationen (~33%) oder

durch Verschiebung des Leserahmens (~62%) einen vorzeitigen Synthese-Abbruch (Soussi,
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1999), (Nagase et al., 1993), (Beroud et al., 1996). Beides fiihrt zu einem verkiirzten Protein,
dem das wichtige Carboxylende fehlt (Andreutti-Zaugg et al., 1999). Die restlichen Mutationen
(5%) sind Punktmutationen, die zum Austausch von Aminoséuren fiithren, was je nach Eigen-

schaft und Lokalisation der Aminosdure im Protein unterschiedliche Auswirkungen haben

kann — von keiner Funktionsbeeintriachtigung bis hin zum volligen Funktionsausfall.

160

140

120

100

80

60

40

Anzahl von Keimbahnmutationen

20

1309

1061

H.

'T"""'"‘ ;

1 201 401 601 801 1001 1201 1401 1601 1801 2001 2201 2401 2601 2801

Codon Nummer
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Abb. 7: Verteilung der somatischen Muta-
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Uber 80 Prozent der APC-Mutationen liegen in der 5’-Hilfte des Gens. Allerdings unterschei-
det sich das Verteilungsmuster der Mutationen in der 5’-Hélfte je nachdem, ob eine Mutation
ihren Ursprung in der Keimbahn oder in einer somatischen Zelle hat (s. Abb. 6/7). Keimbahn-
mutationen sind iiber die ganze erste Hilfte des Gens verteilt (Codons 200-1600). Zu einem
Drittel sind die Aminosduren 1061 und 1309 betroffen. (Nagase et al., 1993), (Beroud et al.,
1996) Durch Deletion von Sbp (ACAAA bei Codon 1061 und AAAGA bei Codon 1309)
kommt es bei beiden zu einer Verschiebung des Leserahmens. Dies fiihrt ebenso zu einem Syn-
these Abbruch wie eine Methylierung oder Desaminierung von CpG-Inseln — das Codon CGA
fiir Arginin beispielsweise wird durch eine Desaminierung nach einer Methylierung zu TGA

(Codon 283), einem Stop-Codon (Beroud et al., 1996), (Wallis et al., 1999). Zwei Drittel der
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somatischen Mutationen in APC sind in der Region zwischen den Codons 1284 und 1580, der
MCR (mutation cluster region) zu finden (Miyoshi et al., 1992). Die hauptsichlich betroffenen
Codons sind 1309 und 1450.

Knudsons ,,two-hit* Theorie zufolge fithrt neben der Keimbahnmutation eine somatische Mu-
tation oder ein Verlust des Wildtyp-Allels zur Ausprigung von FAP. Allerdings besagt diese
Theorie, dass die beiden Mutationen unabhéngig voneinander stattfinden. APC weicht von
diesem Schema ab. Die Position und die Art der zweiten Mutation hidngen von der Lokalisation
der Keimbahnmutation ab (Nagase et al., 1993), (Lamlum et al., 1999), (Smits et al., 2000).
Liegt die Keimbahnmutation zwischen den Aminoséduren 1194-1392, fiihrt dies in der Regel zu
einem Verlust des korrespondierenden Alleles (LOH). Tritt die erste Mutation auflerhalb dieser
Region auf, fiihrt die zweite Mutation durch Verschiebung des Leserahmens oder durch eine
Punktmutation im GroBteil der Fille zu einem verkiirzten Protein (Lamlum et al., 1999). Auch
hier sind bei den Punktmutationen hauptséchlich C—T Substitutionen in CpG- und CpA-Inseln
zu finden (Miyoshi et al., 1992).

Nach der Theorie des ,,just-right-signalling“ beruht dieses Phdnomen auf einem bestimmten
Selektionsmechanismus. Die Konstellationen in Tumorzellen zeigen, dass nach der Mutation
des zweiten Allels mindestens eine 20-AS-Wiederholung (B-Catenin-Bindungsstelle) erhalten
bleibt (s. Abb. 8). Dadurch wird eine gewisse Restkapazitit des APC (Reduktion des B-Cate-
nin-Spiegels) gewihrleistet. Eine komplette Funktionslosigkeit des APC-Proteins (keine 20-
AS-Wiederholung) bewirkt durch eine hohe Akkumulation von B-Catenin in der Zelle eine
Aktivierung von Apoptosefaktoren und damit den Zelltod. Zellen ohne [-Catenin-
Bindungsstellen sterben, und es iiberleben und entarten nur Zellen mit mindestens einer Bin-
dungsstelle, also einem Mindestmal} an Restkapazitit (Albuquerque et al., 2002).

Als alternativer Angriffspunkt fiir somatische Mutationen werden die beiden Promoterregionen
1A und 1B gehandelt, wobei bis dato nur fiir den zumeist aktiven 1A-Promotor Hypermethy-
lierungen beschrieben sind, die zur Unterexpression von APC fiihren (Hiltunen et al., 1997),
(Esteller et al., 2000). Genomische Deletionen ganzer Exons werden in der Literatur nur selten
beschrieben. Bekannt sind bisher Deletionen der Exons 4, 8, 11, 12, 13, 14 und 15 bzw. Teile
dessen (A, D und F) (Sieber et al., 2002), (Su et al., 2000), (Su et al., 2002), (Cao et al., 2000),
(Cao et al., 2001), (De Rosa et al., 1999), (Flintoff et al., 2001), (Bala et al., 1997).
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Abb. 8: Die Position und der Typ
der zweiten Mutation in FAP-Po-
lypen hingen von der Lokalisation
der Keimbahnmutation ab. Die
Keimbahnmutation und der second

I-%- . I 1 hit (die somatische Mutation) sind

= durch ihr verkiirztes Protein repri-
A [T E==1 W 0o —» oder sentiert

oder kiirzer 1 Fr] Il l]]:l 2 zu A: Fiihrt die Keimbahnmutation
zu einem verkiirzten Protein ohne
20-AS-Einheit, resultiert die zwei-
te Mutation in einem verkiirzten

Keimbahnmutation Second Hit

- Allelverlust Protein mit einem oder zwei 20-
B [ E=ZF TR 1 —» oder seltener AS-Einheiten

L ] I . 0 zu B: Endet die Keimbahnmutation
mit einem Protein mit einer 20-AS-
Einheit, wird bei einem Grofteil
der Tumore die zweite Kopie

| | F"'f ,.-:1 I l 0 durch LOH eliminiert.
C l-m- . ||| 2 —p oder seltener zu C: Besitzt das Protein nach
Keimbahnmutation 2 20-AS-Ein-
Allelverlust heiten, weist die zweite Kopie

nach Mutation keine 20-AS-Ein-
heit mehr auf.

Erste Box (hellgrau): Oligomerisationsdoméne, gestrichelte Box: Armadillo-Wiederholungen, dunkel-
graue Boxen: 15-AS-Wiederholungen, schwarze Boxen: 20-AS-Wiederholungen. Die Nummern neben
den schematischen Proteinen zeigen die Anzahl der vorhandenen 20-AS-Wiederholungen (schwarze
Boxen).

1.3.2. Genotyp-Phiinotyp-Korrelation

Die autosomal dominant vererbte familifire adenomatdse Polyposis (FAP) umfasst ca. 1% aller
kolorektalen Karzinomerkrankungen mit einer Haufigkeit von ca. 1:10.000 in unserer Bevolke-
rung. Bei ca. 75% der betroffenen Familien lésst sich eine positive Familienanamnese erheben;
die iibrigen Erkrankungsfélle werden durch neu aufgetretene genetische Verdnderungen (Neu-
mutationen) verursacht.

Wie in Kap. 1.2.2. erwihnt gibt es bei FAP bezogen auf die Keimbahnmutationen Genotyp-
Phinotyp-Korrelationen (Fodde and Khan, 1995) (s. Tab. 4).

Form der FAP Betroffene Codons / Region

Schwere Form (>5000 Polypen) 1250-1465, 233, 486, 499

Schwere Form mit frithem Erkrankungsbeginn | 1309

Milde Form (1000-2000 Polypen) 213-1597

Attenuierte Form < Exon 5, > 1595, Exon 9A
Extrakolonische Manifestationen:

CHRPE 457-1445; 543-1309 (je nach Autor)
Desmoide 1403-1578; 1310-2011 (je nach Autor)
Duodenale Adenome 976-1067

Hepatoblastome 457-1309

Andere 1445-1578; 1395-1493 (je nach Autor)

Tab. 4: Formen von FAP mit typischer Mutationslokalisation

Bei Patienten mit einer schweren Form der FAP (>5000 Polypen) werden Mutationen in mitt-
leren Teil des Gens (Codons 1250-1465) beobachtet (Nagase et al., 1992), (Bertario et al.,
2003), es sind aber auch Mutationen in den Codons 233 (Exon 6) (Nugent et al., 1994), 486
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und 499 (beide Exon 11) (Eccles et al., 1997) beschrieben. Eine besonders schwere Form mit
friihem Erkrankungsbeginn (Durchschnittsalter bei Manifestation 35 Jahre) tritt bei Patienten
mit Mutationen des Codons 1309 und dem unmittelbar benachbarten 3’-Teil auf (Nugent et al.,
1994), (Caspari et al., 1994), (Gayther et al., 1994), (Bertario et al., 2003). Mutationen in den
Codons 213-1597 gehen mit einer milderen Form von FAP (1000-2000 Polypen), aber duode-
nalen Adenomen (Bertario et al., 2003) einher. Liegt die Mutation an den extremen Enden des
Gens (vor Exon 5 und hinter Codon 1595) oder in Exon 9A, bildet sich eine attenuierte Form
von FAP (AAPC) mit wenigen Polypen und einem spiteren Erkrankungsbeginn aus (Soravia et
al., 1998), (Spirio et al., 1993), (van der Luijt et al., 1996), (Young et al., 1998). Die extrako-
lonischen Manifestationen verteilen sich in verschiedene Bereiche des APC-Gens. CHRPE tritt
mit Mutationen im Bereich der Codons 457-1445 (Spirio et al., 1993), (Wallis et al., 1994),
(Olschwang et al., 1993) bzw. Codons 543-1309 (Bertario et al., 2003). Desmoid-Tumore sind
vermehrt bei Mutationen im Bereich der Codons 1403-1578 (Caspari et al., 1995), (Davies et
al., 1995) bzw. Codons 1310-2011 (Bertario et al., 2003) zu finden. Mutationen der Codons
976-1067 fiithren verstidrkt zu duodenalen Adenomen (Bertario et al., 2003), und Hepatoblasto-
me kommen bei Mutationen am 5°-Ende vor (Wallis et al., 1999), (Giardiello et al., 1996).
Weitere extrakolonische Manifestationen (Osteome, epidermale Zysten, Tumore des oberen
Gastrointestinaltraktes) treten bei Mutationen der Codons 1445-1578 (Caspari et al., 1995)
bzw. 1395-1493 (Wallis et al., 1999) auf.

Erklédrbar ist das Phdnomen der Genotyp-Phinotyp-Korrelation zum einen durch die unter-
schiedlichen Doménen des APC-Proteins (die phénotypische Auswirkung richtet sich nach
betroffener Domine), zum anderen durch einen dominant-negativen Effekt. APC arbeitet als
Homodimer; bei Verkiirzung eines der Monomere im Mittelteil ist die Arbeit des Wildtypallels
mehr behindert als wenn sich die Mutation in den Randbezirken des Proteins befindet
(Bodmer, 1999), (Cottrell et al., 1992). Trotz grober Genotyp-Phinotyp-Korrelationen zeigen
Patienten mit derselben Mutation unterschiedliche phinotypische Manifestationen (allelische
Variation) (Giardiello et al., 1994), (Nugent et al., 1994). Das lisst auf das Vorhandensein von
modifizierenden Genen schliefen (Houlston et al., 2001).

Neben den oben beschriebenen Mutationen gibt es in der Literatur zwei charakterisierte APC-
Keimbahnvarianten (I1307K, E1317Q). Derzeit wird diskutiert, welchen Einfluss die beiden —
insbesondere 11307K — auf die Entstehung von Adenomen bzw. Karzinomen haben. Je nach
Auswabhl der zu untersuchenden Personen zeigt [1307K eine pradisponierende Wirkung auf die

Entstehung von Tumoren oder nicht. Ein milder priadisponierender Faktor fiir Entartungen ist
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aber nicht auszuschlieBen (Laken et al., 1997), (Gryfe et al., 1998), (Gryfe et al., 1999),
(Woodage et al., 1998), (Figer et al., 2001), (Redston et al., 1998), (Petersen et al., 1998),
(Frayling et al., 1998), (Yuan et al., 1998), (Prior et al., 1999), (Gruber et al., 1999), (Lamlum
et al., 2000), (Rozen et al., 1999), (Rozen et al., 2002), (Silverberg et al., 2001), (Sieber et al.,
2003).

Das klinische Bild der Patienten, bei denen eine dieser Varianten nachgewiesen wurde, ent-
spricht dem einer attenuierten FAP mit wenigen Polypen und Ausbildung von Adenomen oder
Karzinomen im frithen Lebensalter. Die Variante 11307K ist bei 6-9% der Ashkenazi-Juden zu
finden. Sie ist durch einen T=> A Austausch im Codon 1307 charakterisiert, der zu einer Substi-
tution von Isoleucin (I) zu Lysin (K) fiir und so zu einem poly(Adenin)g-Stiick im Gen fiihrt.
Dadurch wird dieser Abschnitt instabil und begiinstigt im direkten Umfeld das Auftreten soma-
tischer Mutationen, die durch ein vorzeitiges Stop-Codon zu einem Syntheseabbruch fiihren
konnen. Viele der bei Patienten gefundenen somatischen Mutationen befinden sich auf dem
11307K-Allel. Es wird angenommen, dass [1307K nicht ursichlich fiir die Entartung ist, son-
dern vielmehr die durch diese Variante begiinstigten Mutationen die Bildung von Adenomen
und Karzinomen beschleunigen kénnen (Laken et al., 1997). Die zweite Variante — E1317Q —
ist hochkonserviert (s. Kap. 8.5). Auch sie wurde sowohl in Patienten mit Adenomen als auch
mit Karzinomen entdeckt. Der Basenaustausch fiihrt zu einer Substitution einer Glutaminsidure
(Q) fiir ein Glutamin (E). Beide Varianten veridndern die Ladung von APC im Bereich der -
Catenin-Bindungsstellen und iiben so womdglich einen milden dominant-negativen Effekt aus,

der zur Bildung von Adenomen pridisponieren kann (Frayling et al., 1998).

1.3.3. Das Protein — die molekulare Struktur

Die Inaktivierung von APC ist ein frithes Ereignis in der Entwicklung von familidrem und spo-
radischem Dickdarmkrebs. APC ist ein multifunktionelles Protein, das in vielen Zellprozessen
beteiligt ist — Regulation der Zellproliferation, -migration, -adhision, zytoskelettaler Organisa-
tion, chromosomaler Stabilitdt und Apoptose. Die Interaktion mit einer Vielzahl zellulédrer Pro-
teine wird durch die verschiedenen Proteindoménen (Homodimerisationsdoméne, Homologie-
domine, Armadillo-Region, 15- und 20-Aminosidurewiederholungen, SAMP Wiederholungen,
die basische Domine, die nukleidren Import- und Exportsignale und dem C-Terminus mit Bin-

dungsstellen fiir diverse Proteine) ermoglicht (s. Abb. 9) (Polakis, 1997).

¢ Die Bildung von Homodimeren wird durch die hydrophoben Reste der heptad-Wiederho-

lungen in der Homodimerisationsdomdne erméoglicht. Die Aminosduren 6-57 sind fiir eine
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Homodimerbildung unbedingt erforderlich. Mutationen in dieser Region konnten einen
dominant-negativen Effekt verursachen, da die Bindung zwischen einem Wildtyp und ei-
nem mutierten APC-Proteins nicht funktionsfihig widre und nicht geniigend Wildtyp-
Wildtyp Dimere vorldgen, um die Aufgaben innerhalb der Zelle zu bewiltigen (Su et al.,

1993), (Joslyn et al., 1993), (Bodmer, 1999).

PP2A Asef B-Catenin EB1 DLG

Homodimeri- Bindung Bindung und Regulierung Mikrotubuli
sationsdomine

Drei ,,15- Sieben ,,20- Basische

Armadillo-
. Aminoséure- Aminoséure- Domiine
¢ Wiederholunz Wiederholungen“/ WiederholungerN

C
Codon 6-57 25592843
f f 1020 - 1170 1265 2035 2200 - 2400
| t ot 4
Homologie- —— —SAMP NLS
domiine DNA— Axin Bindung 2 DNA—
Bindungsstelle Bindungsstellen

Abb. 9: APC-Protein mit funktionellen Doménen. Die Zahlen geben die Codonnummer an, an der eine Doméne anfingt bzw. aufhort.
Jede Domine ist durch ein Symbol dargestellt, die Symbole von mehr als einmal vorkommenden Doménen sind nur einmal beschriftet:

' > NES, > NLS, |:| > SAMP

¢ Die hochkonservierte Armadillo-Region ist zwischen den Codons 453 und 766 lokalisiert
und besteht aus sieben Kopien eines 42 Aminoséduren langen Motivs (Peifer et al., 1994).
Diese Domiine spielt bei Protein-Protein Interaktionen eine Rolle. Bisher sind zwei Protei-
ne bekannt, die an diese Region binden: die regulatorische B56-Untereinheit der Protein-
phosphatase 2A (PP2A) und Asef (APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor).
Uber die katalytische Untereinheit von PP2A wird Axin, ein Protein, das den Abbau von 3-
Catenin mitreguliert, gebunden (Seeling et al., 1999), (Hsu et al., 1999). Dieser Komplex
ist Bestandteil des Wnt-Signalweges (wingless type) (s. Abb. 10). Der APC-Asef Komplex
reguliert wahrscheinlich das Aktinnetzwerk des Zytoskeletts der Zellen, die Zellmorpholo-
gie und -migration (Kawasaki et al., 2000), (Kawasaki et al., 2003). Mutationen konnen
hier zu einer Migrationsstorung fiihren.

* APC beinhaltet zwei verschiedene Arten von hochkonservierten Aminosdurewiederholun-
gen, eine mit 15 und eine mit 20 sich wiederholenden Aminoséduresequenzen. Die 15-
Aminoséduresequenz kommt dreimal, die 20-Aminosduresequenz dagegen siebenmal in
APC vor (Su et al., 1993), (Rubinfeld et al., 1993). Beide Arten kénnen, nachdem sie durch

GSK3p phosphoryliert wurden, -Catenin — einen weiteren wichtigen Bestandteil des Wnt-
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Signalweges und eine strukturelle Komponente der Zelladhésionsverbindungen — binden
(Rubinfeld et al., 1996). Aber nur die 20-AS-Wiederholungen sind in der Lage, B-Catenin
durch Phosphorylierung fiir den nachfolgenden Abbau zu markieren (Munemitsu et al.,
1995). Fiir die Bindung von [B-Catenin reicht zwar eine 20-AS-Sequenz aus, fiir die
Phosphorylierung werden aber mindestens drei 20-AS-Wiederholungen bendtigt
(Rubinfeld et al., 1997). Durch Mutationen in dieser Region werden die 20-AS-
Wiederholungen durch vorzeitigen Synthese-Abbruch unterbrochen, was zu einer Akkumu-

lation von B-Catenin fiihrt. Die 15-AS-Wiederholungen bleiben in der Regel intakt.

o Abb. 10: Wnt-Signalweg.

Frizzled- . © 5 ° Wnt-Signale Zelltransduktion von APC
E-Cadherin ° g
T Rezeptor ° o° und B-Catenin ohne (10a) und
AAA I AAA mit (10b) Wnt-Signalen.

fl\ fl\ 10a: In der Abwesenheit von
, \B—Catenin @ Whnt-Signalen bildet freies -
ol Dsh ak\'&iert Catenin mit APC, Axin und

ellad-

GSK-3B GSK-3B einen Komplex.

P q hasion Axin> Durch GSK-3p phosphory-
liert wird B-Catenin von Pro-
b teasomen abgebaut. Daher

B-Catenin kann B-Catenin nicht in den

GSK-3 Zellkern wandern und auch
@ keine Transkriptionsfaktoren
aktivieren.

10b: In Anwesenheit von
Wht-Signalen wird Dsh akti-
viert. Dieses bindet und de-

C

phosphoryliert Axin. Axin
( @ kann damit keine Bindung

mehr mit APC und GSK-3f3
eingehen. Somit wird B-Ca-
tenin nicht phosphoryliert. Es
kommt zur Anreicherung von
B-Catenin im Zytoplasma. f3-
Abb. 10a Abb. 10b Catenin wandert in den Zell-
kern und aktiviert dort
Transkriptionsfaktoren

Innerhalb der 20-AS-Wiederholungen liegen drei SAMP-Wiederholungen (Serin-Alanin-
Methionin-Prolin) Diese sind Plattformen fiir die Bindungen von Axin, das zusitzlich wie
oben beschrieben auch iiber PP2A gebunden wird. APC bildet mit Axin, B-Catenin und
GSK3p einen tetrameren Komplex, der zur Zerstorung von [B-Catenin fiihrt. (Behrens et al.,
1998), (Hart et al., 1998)

Die basische Domdine zwischen Aminosdure 2200 und 2400, beinhaltet ihrem Namen nach
viele basische Aminoséduren (Arginin und Lysin), aber auch viele Proline. (Munemitsu et
al., 1994), (Smith et al., 1994). Diese Region bindet freies Tubulin und unterstiitzt die Tu-
bulinorganisation (Deka et al., 1998), (Zumbrunn et al., 2001). Diese Domine ist bei ver-

kiirzten APC-Proteinen selten erhalten.
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e Die C-terminale-Region ist wichtig fiir den Zellzyklus und die Wachstumskontrolle durch
Bindung von mindestens drei Proteinen — EB1, hDLG und PTP-BL (Su et al., 1995),
(Matsumine et al., 1996), (Erdmann et al., 2000). EB1 (end-binding protein) gehort zu den
Tubulin-bindenden Proteinen und spielt wihrend der Zellteilung eine wichtige Rolle bei
der Organisation des Spindelapparates (Su et al., 1995). hDLG (human disc large guany-
latcyclase) ist Mitglied der membranassoziierten Guanylatzyklasen, die in die Aufrecht-
erhaltung der Zellpolaritit und in der Hemmung der Zellproliferation involviert sind
(Matsumine et al., 1996). Die Interaktion von PTP-BL (protein tyrosine phosphatase) mit
APC im Zellkern moduliert moglicherweise indirekt das Gleichgewicht von Phosphorylie-

rung und Dephosphorylierung APC-assoziierter Proteine (Erdmann et al., 2000).

Abb. 11: Die mitotischen Spindeln im Verhiltnis zu APC. A Wildtypzelle

A In APC Wildtypzellen akkumuliert APC an den Kinetochoren. Dort

erleichtert es wahrscheinlich die Bindung der Spindelmikrotubuli an Zentrosom  APC EB1 Kinetochor
die Kinetochore durch Interaktion mit Mikrotubuli assoziiertem Protein

EBI.

B In Zellen, die ein verindertes APC-Protein expremieren ist die Inter-
aktion zwischen Kinetochoren und Spindelmikrotubuli gestort. Das
fithrt zu chromosomaler Instabilitit

S AN

Mikrotubuli

B APC-mutierte Zelle
Zentrosom APC EBI1 Kinetochor

Mikrotubuli

® Die NES (nuclear export signals) am N-Terminus (Codons 68-77) und innerhalb der 20-
AS-Wiederholungen (Codons 165-174) werden benotigt, um APC zusammen mit 3-Cate-
nin aus dem Kern auszuschleusen. Dabei korrespondieren sie mit der dritten, vierten und
siebenten 20-AS-Sequenz. Die Abwesenheit der NES fiihrt zu einer Akkumulation von 3-
Catenin im Kern (Neufeld et al., 2000), (Henderson, 2000).

e Die zwei NLSs (nuclear localization signals), Aminosduren 1767-1772 und 2048-2053,
sind fiir die Einschleusung von APC in den Kern notwendig. Reguliert wird auch dieser
Prozess wahrscheinlich tiber Phosphorylierung (Zhang et al., 2000).

e Aufler den bisher beschriebenen Dominen gibt es drei potentielle DNA-Bindungsstellen.
Jede enthilt einen speziellen Bereich, der sich aus drei bis fiinf Wiederholungen eines 5-

Aminosdure langen Stiickes zusammensetzt. Die erste DNA-Bindungsstelle iiberlappt den
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proximalen Anteil der zweiten 20-AS-Sequenz, die zweite befindet sich innerhalb der basi-
schen Domiéne und die letzte liegt nahe dem C-Terminus von APC. Diese Doménen binden
vorzugsweise A/T-reiche DNA-Sequenzen und regulieren moglicherweise direkt oder indi-
rekt die Transkription ausgewihlter Gene (Deka et al., 1999).
Dem APC verwandte Proteine wurden in mehreren Vertebraten, Drosophila melanogaster und
Caenorhabditis elegans gefunden (Hayashi and al., 1997), (Thorpe and al., 1997). Im Mausge-
nom wurden APC und APC-2 und korrespondierend im Menschen APC und APC-L identifi-
ziert (Nakagawa et al., 1998). APC-2 und APC-L werden im folgenden unter APC2/L. weiter-
gefiihrt, da sie im hohen Male iibereinstimmen. In Drosophila gibt es ebenfalls zwei Formen,
APC-D und APC-E (Hayashi et al., 1997), (Yu et al., 1999). Alle identifizierten Proteine spie-
len eine Rolle im Wnt-Signalweg, ihre zentralen Anteile (Armadillo und B-Catenin-Bindungs-
stelle) sind hoch konserviert, sie differieren aber signifikant im C-terminalen Bereich und so-
mit in ihrer Bindungsfihigkeit mit anderen Proteinen. Die Variationen zwischen den APC-
Proteinen sind am C-terminalen Ende am grofiten. E-APC und APC2/L fehlt die basische Do-
mine, die EB1- und die hDLG-Bindungsstelle (van Es et al., 1999), (Nakagawa et al., 1998),
(Yu et al., 1999).

Homodimerisa-  Armadillo  15AS 20 AS Basische  EBI-Bin- Abb. 12: Schematische Darstellung unter-
tionsdomiine Wdh. Wdh. Wdh. Domine dungsstelle schiedlicher APC-Proteine; Vertebraten (APC,
APC2/L) und Drosophila (APC-D, APC-E).

APC - : : : -I- —I—H—-—: 2843AS | Die Anzahl der Aminosiuren jedes Proteins
SAMP Wdh. sind rechts angegeben. Die diinnen, gro3en ver-

tikalen Striche stellen die 15-AS-Wiederho-

- I I I I I lungen dar, die dicken, groBen vertikalen
APC2/L 2303A8 Strigche dagegen die 20—ASg—Wiederholungen‘

SAMP-Wiederholungen sind durch kleine,
dicke vertikale Kisten angezeigt. Angelehnt an

D-APC — ""I'H ‘I' ‘I' " — 2416AS | Dikovskaya et al., 2001.

E-APC - ...I.H.H. LB L067AS

APC2/L liegt innerhalb eines 50kb genomischen Fragments auf Chromosom 19p13.3 (van Es
et al., 1999) — eine Region, die oft bei verschiedenen Krebsarten, insbesondere bei Ovarialkar-
zinomen, verloren geht. APC2/L wird in vielen verschiedenen Geweben, besonders aber im
Gehirn expremiert (Nakagawa et al., 1998). Es ist mit seinen 2303 Aminosduren APC in seiner
Struktur sehr @hnlich. Im Gegensatz zu APC fehlen APC2/L die 15-AS-Wiederholungen und
die hDLG-Bindungsregion, auBerdem besitzt es nur fiinf 20-AS-Wiederholungen. Nachgewie-
sen ist, dass es mit B-Catenin interagiert, und das B-Catenin-Level beeinflusst (Nakagawa et
al., 1998).

Die Unterschiede und Homologien zwischen APC und APC2/L legen den Schluss nahe, dass

beide Proteine iiberlappende Funktionen wie die Regulierung des Wnt-Signalweges, aber auch
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unterschiedliche Aufgaben haben. Bewiesen ist, dass APC2/L die Folgen einer Inaktivierung
von APC nicht ausgleichen kann. (van Es et al., 1999)
Die Aminoséduresequenzen von APC im Menschen, in der Maus und Xenopus sind im Anhang

(s. Kap. 8.5) mit Hervorhebung der Homologien dargestellt.

1.3.4. Die Aufgaben in der Zelle

APC ist ein vielseitiges Protein, das an einer Unzahl zelluldrer Prozesse — Regulation der
Zellproliferation, Zellmigration, -adhision, zytoskelettale Organisation und chromosomaler
Stabilitit — beteiligt ist. Jede dieser Funktionen kann eine APC Inaktivierung mit der Tumor-

genese verbinden.

1.3.4.1. Zelldifferenzierung und -proliferation

Eine der Hauptaufgaben von APC ist die Regulation des Wnt-Signalweges (s. Abb. 13), der
wiederum die Zelldifferenzierung und -proliferation steuert (Peifer and Polakis, 2000). Der
Ausdruck Wnt ist ein Akronym fiir die orthologen Gene wingless der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster und WNTI (frither int-1) der Maus Mus musculus. Diese Gene (wingless und
WNT) waren die ersten charakterisierten Mitglieder einer Genfamilie, die fiir sezernierte Gly-
koproteine mit einem konservierten Muster kodieren. Diese Genfamilie ist mit derzeit 13 Mit-
gliedern im Menschen, Maus, Fruchtfliege und C. elegans mit einer Homolgie von 40-90%

sehr grof} (Sharpe et al., 2001).

Abb. 13: Wnt-Signalweg.

Frizzled- E-Cadherin © 3 WntSignale Zelliransduktion von APC und
Rezeptor ° oo B-Catenin ohne (13a) und mit
AARA | 00N (13b) Wnt-Signalen.

| vy 13a: In der Abwesenheit von

Cateni fl\ @ Whnt-Signalen bildet freies -
B-Catenin Dsh akNviert Catenin mit APC, Axin und
Zellad- \ GSK-3B
P :

einen Komplex.

wandern und auch keine
C/ phosphoryliert Axin. Axin
Es kommt zur Anreicherung

hision i Durch GSK-3B phosphoryliert
C Ax1n> wird B-Catenin von Proteaso-
GSK-3 Transkriptionsfaktoren  akti-
vieren.
13b: In Anwesenheit von
‘EB kann damit keine Bindung
( mehr mit APC und GSK-3f3
von -Catenin im Zytoplasma.
Abb.13a Abb. 13b B-Catenin wandert in den

men abgebaut. Daher kann -
B-Catenin Catenin nicht in den Zellkern
Whnt-Signalen wird Dsh akti-
viert. Dieses bindet und de-
eingehen und somit wird B-
Catenin nicht phosphoryliert.
Zellkern und aktiviert dort
Transkriptionsfaktoren.
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In Abwesenheit von Wnt-Signalen wird freies zytoplasmatisches -Catenin an den Multipro-
teinkomplex, bestehend aus APC, GSK3f, PPA2 und Axin, gebunden (Hart et al., 1998),
(Behrens et al., 1998), (Kishida et al., 1998). GSK3p phosphoryliert in diesem Komplex B-Ca-
tenin an vier N-terminalen Serinen und Threoninen und markiert es dadurch zur Ubiquitinie-
rung durch B-TRCP (S-transducin repeat containing protein) und zum Abbau durch Proteaso-
me (s. Abb. 13) (Jiang and Struhl, 1998), (Marikawa and Elinson, 1998), (Aberle et al., 1997).
Anwesende Wnt-Signale 16sen eine Kaskade von Vorgingen in der Zelle aus. Die Bindung
eines Wnt-Signals an einen Frizzled-Rezeptor aktiviert das Protein Dsh (deshevelled), das wie-
derum mit einer Vielzahl anderer Molekiile interagiert, unter anderen mit CK1 (Casein Kinase
1), CK2 und Inhibitoren des Wnt-Signalweges GBP/FRAT1 (Boutros and Mlodzik, 1999),
(Peters et al., 1999), (Willert et al., 1997), (Li et al., 1999). Aktiviertes Dsh destabilisiert den
APC/GSK3p/Axin-Komplex durch direkte Bindung und Dephosphorylierung von Axin. Das
dadurch im Zytoplasma akkumulierende freie B-Catenin transloziert daraufhin in den Nukleus
(Yokoya et al., 1999). Im Zellkern bindet es an Tcf-4, einen Transkriptionsfaktor aus der
TCF/Lef Familie (Behrens et al., 1996), der in Zusammenarbeit mit 3-Catenin als Koaktivator
die Transkription bestimmter Gene anregt, wie z. B. c-Myc (Wachstumsstimulator), CyclinD
und Tcf-1 (negativer Regulator) (He et al., 1998), (Tetsu and McCormick, 1999), (Roose et al.,
1999).

Fillt ein Teil des Komplexes von APC, GSK3[, AAP2 und Axin aus, kommt es zur Akkumu-
lation von B-Catenin und somit zur Expression von Genen, die die Zellproliferation anregen.
Ebenso konnen Mutationen in B-Catenin, die dazu fiihren, dass sich B-Catenin der Zerstérung
entziehen kann, eine solche Entwicklung auslosen (Morin et al., 1997).

Wihrend somatische Mutationen in APC vornehmlich in Dickdarmkrebs und Melanomen ge-
funden wurden, werden somatische B-Catenin-Mutationen in einer Vielzahl von Tumoren (he-
patozelluldres Karzinom, Medulloblastom, Kolon-, Ovarial-, Prostata- und Uteruskarzinomen)
detektiert (Chan et al., 1999), (de La Coste et al., 1998), (Fukuchi et al., 1998), (Voeller et al.,
1998), (Zurawel et al., 1998). Mutationen in Axin wurden in hepatozelluldren, kolorektalen
Karzinomen (Satoh et al., 2000), (Liu et al., 2000) und Lebertumoren (Lustig et al., 2002) ent-
deckt.

1.3.4.2.  Zellmigration

Tumoren des intestinalen Epithels, die von einem Verlust von APC herriihren, sind durch eine

abnorme Gewebearchitektur charakterisiert, die aus einer defekten Zellmigration und/oder
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Zelladhision resultiert. Normalerweise steigt die Expression von APC in den Darmepithelzel-
len wihrend der Wanderung Richtung Zottenspitze an. Dieser Expressionsanstieg wirkt dem [3-
Catenin entgegen und erlaubt so die Differenzierung. Ist APC mutiert, wandern die Epithelzel-
len anstatt in Richtung Zottenspitze zur Kryptenbasis und differenzieren sich nicht (Moss and
al, 1996), (Fodde et al., 2001). Es gibt noch keine genauen Vorstellungen wie APC in die Zell-
migration involviert ist. Es wird angenommen, dass APC durch Bindung von Asef das Aktin-
Netzwerk des Zytoskelettes reguliert (Kawasaki et al., 2000) und iiber die Bindung von Mikro-
tubuli in die Zellarchitektur eingreift (Nathke et al., 1996), (Munemitsu et al., 1994), (Smith et
al., 1994), (Kawasaki et al., 2003)

Verlust von APC

Abb. 14: Moglicher Mechanismus der Tumorentstehung durch APC-Mutationen. Normalerweise migrieren Dickdarmepithelzellen
rasch Richtung Darmlumen (a). Bei Verlust von oder Mutationen in APC weichen die Zellen moglicherweise von ihrer Route ab (b),
werden aufgrund von Defekten wihrend der Chromosomensegregation aneuploid (c) und vermehren sich inaddquat durch Trans-
kription proliferativer Gene (d). (Dikovskaya et al., 2001)

1.3.4.3. Zelladhision

Die Zelladhision wird durch APC iiber B-Catenin und E-Cadherin reguliert. Gebunden an das
zytoplasmatische Ende von E-Cadherin, einem Ca2+—abh‘aingigem Adhisionsmolekiil ist B-Ca-
tenin an der Gewebeorganisation und -architektur beteiligt. Durch Aktivierung von E-Cadherin
wirkt B-Catenin beim Zusammenhalt der Zellen sowie der Zellbeweglichkeit und -wanderung
mit (s. Abb. 13). APC und E-Cadherin kompetieren um die Bindung an B-Catenin. Ist APC mit
[-Catenin verbunden, kann sich E-Cadherin nicht anlagern. Dadurch kommt es zu einem Inte-
gritdtsverlust der Adhisionsverbindungen (Kintner, 1992), (Nagafuchi and Takeichi, 1988).
APC ist damit Teil eines Sensorsystems; sind die interzelluldren Kontakte aufgehoben, wandert
APC in den Kern, so dass sich B-Catenin mit E-Cadherin verbinden kann und die Zelladhésion
zunimmt. Wenn die Zellverbindungen wieder intakt sind, wandert APC wieder ins Zytoplasma.
Studien belegen, dass auch y-Catenin, ein wichtiger Bestandteil der Desmosome, von APC

reguliert wird (Kolligs et al., 2000), (Barker and Clevers, 2000).
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1.3.4.4. Chromosomale Instabilitéit

Chromosomale Instabilitiit ist in nahezu allen Kolonkarzinomen zu finden. Die C-terminale
Region von APC bildet das Verbindungsstiick zwischen Spindelapparat und Chromosomen
durch Bindung an Mikrotubuli, EB1 (end-binding protein) und Kinetochore (s. Abb. 11) und
triagt damit zur Aufrechterhaltung der chromosomalen Stabilitit bei. EB1 ist an die distalen
(plus) Pole der zytoplasmatischen Tubuli und Spindelmikrotubuli, aber auch an die Zentromere
wihrend des gesamten Zellzyklus assoziiert (Su et al., 1995), (Morrison et al., 1998), (Mimori-
Kiyosue et al., 2000). Das Fehlen dieser Bindungsregion in APC in den meisten Tumorzellen
kann die Aneuploidie, die besonders bei Kolonkarzinomen hiufig auftritt, erkldren (Fodde et
al., 2001), (Kaplan et al., 2001), (Miyoshi et al., 1992). Fehlt diese Region, ist die stabilisieren-
de Wirkung von APC auf die Mikrotubuli herabgesetzt (Zumbrunn et al., 2001). Auch diese
Bindung von APC an die Mikrotubuli wird durch Phosphorylierung durch GSK3f positiv mo-

duliert.

1.3.4.5. Zellzyklus

Im Zellzyklus iibernimmt APC die Rolle eines Kontrollpunktes. Uberexpression von APC un-
terdriickt den Schritt des Zellzyklus von der Go/G;-Phase in die S-Phase durch Regulation des
B-Catenin/TCF-Komplexes (Baeg et al., 1995), (Ishidate et al., 2000), (Heinen et al., 2002).

Die bisher bekannten Informationen legen die Schlussfolgerung nahe, dass die Storung des
Zellverbundes, die konsequente Umordnung der zelluliren Architektur und das uneinge-
schrinkte Zellwachstum frithe Stufen in der Entwicklung kolorektaler Adenome und Karzino-
me sind. Die weitere Erforschung der genauen Vorgénge in der Zelle bei der Krebsentwicklung
und der Beteilung von APC daran birgt neue Aspekte fiir die Entwicklung von Medikamenten

zur Krebsbehandlung.

1.4. Moglichkeiten der Feststellung eines Heterozygotenstatus

Die eleganteste und sicherste Methode zur Feststellung einer Heterozygotie eines Genortes ist
die Sequenzierung. Hierbei konnen jedoch nur Punktmutationen, Basenaustausche oder kleine-
re Deletionen innerhalb von Amplifikaten bzw. Exons erkannt werden. Sind ein oder mehrere
Exons deletiert lésst sich iiber die Sequenzierung nicht feststellen, ob ein oder zwei Kopien des

sequenzierten DNA-Abschnittes vorliegen. Fiir diesen Fall gibt es andere Methoden: Southern-
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Blot, Mikrosatelliten, RT-PCR, FISH, quantitative Endpunkt-PCR und quantitative Echtzeit-
PCR mit LightCycler-Technik.

¢ Die nach ihrem Entdecker E.M. Southern benannte Methode — Southern-Blot Analyse — ist
im Vergleich zur PCR-Technik mit einem erheblich hoheren Arbeits- und Zeitaufwand
verbunden. Homozygote Deletionen lassen sich anhand fehlender Banden diagnostizieren.
Bei Heterozygoten muss sich die Auswertung der Southern-Blot Analyse jedoch auf die
Quantifizierung von Intensitétsunterschieden zwischen einzelnen Banden stiitzen.

® Die Mikrosatelliten-Analyse kann nur angewandt werden, wenn sich in dem zu untersu-
chenden Gen viele hoch polymorphe CA-Wiederholungen befinden. Diese werden routi-
neméiBig fiir die indirekte Kopplungsanalyse eingesetzt, die immer dann Anwendung fin-
det, wenn keine Mutation nachgewiesen werden konnte. Mikrosatelliten kénnen jedoch un-
ter bestimmten Voraussetzungen auch fiir den direkten Deletionsnachweis verwendet wer-
den. Liegt beim Indexpatienten eine Deletion vor, die auch eine CA-Wiederholung um-
fasst, kann diese zur direkten Abkldrung des Heterozygotenstatus der Verwandten des Be-
troffenen herangezogen werden. Ein limitierender Faktor dieser Untersuchungsmethode ist
die Informativitéit der Marker.

¢ Die RT-PCR ist eine sehr aufwendige Methode, bei der eine frische Blutprobe der Betrof-
fenen benotigt wird. Aus Lymphozyten werden zunéchst kleine Mengen mRNA isoliert.
Diese wird in cDNA transformiert und in iiberlappenden Teilabschnitten amplifiziert. Dele-
tionen stellen sich in der Gelelektrophorese als verkiirzte Produkte dar. Bei Heterozygoten
liegen zwei unterschiedlich groe Produkte vor. Ein weiterer Nachteil der RT-PCR ist, dass
nicht viele Proteine in Lymphozyten expremiert werden und somit die Anzahl der mogli-
chen zu untersuchenden Gene beschrinkt ist.

e Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) werden genspezifische Sonden zur di-
rekten Erkennung von Heterozygoten eingesetzt. Eine gezielte Diagnostik bietet sich an,
wenn beim Indexpatienten eine definierte Deletion vorliegt. Wichtig ist dabei die Grof3e
des Deletionsbereiches. Bei Deletionen mehrerer Exons geniigt die Hybridisierung einer
Sonde aus dem inneren Bereich der Deletion zusammen mit einer Referenzprobe zur ein-
deutigen Bestimmung des Chromosoms.

® Die Untersuchung des Heterozygotenstatus erfolgt bei der quantitativen Endpunkt PCR
mittels Multiplex-PCR. Hierbei werden pro PCR-Ansatz mehrere Exons gleichzeitig ampli-
fiziert. Nur bei X-chromosomal vererbten Krankheiten sind bei den minnlichen Betrof-

fenen aufgrund der unterschiedlichen GroB3e der PCR-Produkte Deletionen einzelner oder
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mehrerer Exons nach der Gelelektrophorese der charakteristischen Banden direkt erkenn-
bar. Bei den weiblichen Ubertriigerinnen und allen autosomal bedingten Erkrankungen
werden neben den Exons der mutierten Genkopie auch die Exons der unveridnderten Gen-
kopie amplifiziert. Die Deletion eines Exons wird sich daher nicht in Form einer fehlenden
Bande, sondern lediglich als abgeschwéchte Bande darstellen. Da Intensititsunterschiede
von 50% in der Regel nicht mittels Ethidiumbromid gefirbten Agarosegelen nachweisbar
sind, werden zur quantitativen Auswertung fluoreszenzmarkierte Primer eingesetzt und -
ber Fragmentgele oder ein HPLC-Gerit ausgewertet. Probleme stellen jedoch minimale
Schwankungen in der Reaktionskinetik zwischen den verschiedenen Ansétzen dar. Es ist
daher empfehlenswert, eine Reaktion mehrfach zu wiederholen und nicht die absolute Kur-
venoberfliche, sondern das Verhiltnis der Fldchen unterhalb der Deletionskurven und einer
Nachbarkurve als Messgrofle zu verwenden. Ist die Lage der Deletion noch unbekannt,
konnen die Quotienten jeder einzelnen Kurve mit allen anderen Kurven innerhalb einer
Multiplex-PCR berechnet werden (s. Kap. 3.5.1). Idealerweise wird die Produktmenge am
Ende der exponentiellen Phase der PCR bestimmt.

¢ Bei der Echizeit-PCR mittels Light-Cycler-Technologie wird die vorhandene Produktmen-
ge wihrend der exponentiellen Phase der PCR direkt gemessen. Ein Vorteil dieser Methode
liegt in der sehr kurzen Reaktionszeit. Im Regelfall betrigt die Analysezeit etwa 20 Minu-
ten, dabei werden etwa 30 PCR-Zyklen durchlaufen. Daran anschlieBend erfolgt die quanti-
tative Auswertung. Die kurze Reaktionszeit wird durch die Verwendung sehr kleinkalibri-
ger Glaskapillaren erreicht, in denen Temperaturwechsel in kiirzester Zeit erfolgen kdnnen.
Die Messung des Produktzuwachses wéhrend der Annealing-Phase kann iiber verschiedene
Methoden erfolgen. Nach jedem Amplifikationsschritt erfolgt dann eine graphische Dar-
stellung. Nach jedem PCR-Zyklus erhoht sich die Menge des gemessenen Signals propor-

tional zur Menge des spezifischen Produkts.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorgelegten Arbeit bestand darin, ein Deletionscreening ganzer Exons mittels
quantitativer Multiplex-PCR zu etablieren. Als Gen zur Etablierung wurde das APC-Gen, ver-
antwortlich fiir die familidre adenomatdse Polyposis (FAP) gewihlt. FAP ist eine monogene
Erkrankung (familiirer Darmkrebs), die durch eine Keimbahnmutation im APC-Gen ausgeldst

wird. Es kommt zur Bildung von vielen adenomatdsen Polypen im Dickdarm aus denen sich
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schlieBlich Karzinome entwickeln. Das APC-Gen liegt auf Chr. 5921 und erstreckt sich im Ge-
nom {iiber eine Linge von 98kb. Es kodiert mit seinen 8535bp ein sehr groes Protein beste-
hend aus 2843 Aminosduren. Mit den herkdmmlichen Methoden zur Mutationssuche ldsst sich
nur bei etwa 70% der FAP Patienten eine Mutation nachweisen. Die Literatur zeigt, dass das
APC-Gen auf Grund seiner Grofie ebenso wie das Dystrophin zu gré3eren genomischen Dele-
tionen neigt. Mittels dieser Arbeit soll eine brauchbare, zur Routinediagnostik anwendbare Me-
thode zur Detektion grofler genomischer Deletionen im APC-Gen etabliert werden. Dazu soll-
ten Multiplex-Ansitze aus den Exons des APC-Gens zusammengestellt und iiber HPLC-Ana-
lyse die Produktmengen der einzelnen Exons bestimmt werden. Die erhobenen Produktmengen
der Exons innerhalb eines Multiplexansatzes sollten nun in einem festgelegtem Schema vergli-
chen werden. Nach Auswertung der Ergebnisse sollten Deletionen ganzer Exons identifizierbar
werden. Zur Analyse stehen Patienten mit klinisch diagnostizierter FAP zur Verfiigung bei
denen eine bisherige Mutationssuche erfolglos war. Fiir jeden Patienten sollten die Ergebnisse
analysiert und diskutiert werden.

Die hier etablierte Methode soll in der Routinediagnostik bei FAP-Patienten, bei denen bisher
keine Mutation gefunden wurde, breite Anwendung finden und so den zugrundeliegenden Gen-
defekt auf zeigen. Basierend auf HPLC ist diese Methode auch auf andere Gene anwendbar.
Besonderen Stellenwert hiitte sie bei Genen, bei denen die konventionelle Mutationssuche nur

einen Teil der Mutationen erkennt.



2. Material

2.1. Verwendete Oligonukleotide

Die fiir die Polymerase-Kettenreaktionen benotigten Oligonukleotide wurden bei der Fa. Meta-
bion synthetisiert und mit Fluoreszenzfarbstoffen Tet oder 6-fam fluoreszenzmarkiert. Die Pri-
mer wurden in der angegebenen Menge TE-Puffer auf eine Konzentration von 100pmol/ul
gelost. Zur Uberpriifung der Stockkonzentration wurden 1ml in 23 H,Oyq4 verdiinnt und 8ml auf
einem HPLC-Gerit laufen gelassen. Die Primer wurden daraufhin individuell verdiinnt, so dass
in jeder Gebrauchslosung dieselbe Konzentration vorlag. Die Verdiinnungen mit H,Opq lagen
zwischen 1:5 - 1:10. Die einzelnen Primer und ihre genauen PCR-Bedingungen sind im An-

hang aufgelistet. Die Primersequenzen wurden aus Groden et al., 1991 iibernommen.

2.2. Laborgerite

Autoklav Fa. Bachofer
Brutschrank Fa. Heraeus
DNA-Konzentrationsmef3geridt Gene Quant Fa. Pharmacia
Elektrophoresis Power Pac 300 Fa. Bachofer
Gelelektrophoresekammern Fa. Efenberger
Kiihlschrank (-4°C) Fa. Liebherr
Magnetriihrer IKAMAG Reo Fa. Bachofer
Mikroliter Tischzentrifuge fiir 1,5ml Fa. Hettich
Mikrowelle ER-7620 Fa. Toshiba
Mixer 5432 Fa. Eppendorf
Peltier Thermo Cycler PTC-200 Fa. MJ Research
Photographie-Apparatur Fa. Herold
Pipetboy-acu Fa. Integra Biosciences
Pipetten 2ul, 20ul, 200ul1, 1000ul Fa. Gilson
ReaktionsgefiBstinder Fa. Efenberger
Schiittelinkubator Fa. Bachofer
Schiittelrad Fa. Bachofer
Sterilbank SterilGard Hood Fa. The Baker Company
Tiefkiihlschrank (-20°C) Fa. Liebherr
Tiefkiihltruhe (-80°C) Colora UF85-170T Fa. Heraeus
UV-Transilluminator, Wellenldnge 300nm Fa. Herolab
Vortex REAX 2000 Fa. Heidolph

Waage P1210 und AC100 Fa. Mettler
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Wave™ DNA Fragment Analysis System:

D-7000 HPLC System Manager

L-7100 Pumpe

L-7200 Auto Sampler

L-7300 Sédulen-Ofen

L-7400 UV-Detektor

L-7485 Fluoreszenzdetektor
Zentrifuge Rotixa/RP

2.3. Laborhilfsmittel

Abdeckfolien fiir Mikrotiterplatten (HPLC geeignet)

Mikrotiterplatten

Pipettenspitzen fiir Gilson-Pipetten
Reaktionsgefdfe 0,5ml, 1,5ml, 2,0ml
Reaktionsrohrchen 15ml, 50ml

2.4. Chemikalien, Kits, usw.

Acetonitril (ACN)

Agarose Seakem
Ammoniumchlorid (NH,4ClI)
Amplitaq Gold (2,5 U/ul)
Amplitaq Gold 10x Puffer
Borat

Chloroform
DNA-Polymerization Mix (20mM/dNTP)
EDTA (Titriplex)

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Ficoll

Gelatine

Kaliumchlorid (KCI)
Lingenstandard LS V (10ul/ml)
Natriumchlorid (NaCl)
OrangeG

PBS

Primer

Pronase E

Proteinkinase K
QIAamp-DNA-Mini-Kit
RNAse

SDS

TEAA

Tris

Fa. Transgenomic

Fa. Hettich

Fa. Nunc

Fa. Biozym

Fa. Sarstedt

Fa. Eppendorf; Fa. Sarstedt
Fa. Sarstedt

Apotheke Klinikum Innenstadt
Fa. Biozym

Fa. Merck

Fa. Perkin Elmer
Fa. Perkin Elmer
Fa. Fluka

Fa. Merck

Fa. Pharmacia
Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Serva

Fa. Seromed

Fa. GibcoBRL
Fa. Merck

Fa. Roche

Fa. Merck

Fa. Merck
Apotheke Klinikum Innenstadt
Fa. Metabion

Fa. Sigma

Fa. Quiagen

Fa. Quiagen

Fa. Quiagen

Fa. Sigma

Fa. Transgenomic
Fa. Amersham
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2.5. Losungen, Medien und Sonstiges

Alle Losungen wurden mit destilliertem Wasser (H,Oypq) oder mit fiir HPLC gereinigtem Was-
ser (H>Onprc) angesetzt und je nach Bedarf autoklaviert oder sterilfiltriert. Die Aufbewahrung
erfolgte — falls nicht anders vermerkt bei Raumtemperatur — in gespiilten und autoklavierten

Glasgefilen.

2.5.1. DNA-Extraktion

SE-Puffer (pH 8,0) 75mM NaCl — 4,39g NaCl
25mM EDTA
12,5ml/0,2M EDTA
mit HyOpq auf 100ml auffiillen

TE-Puffer (pH 7,4) 10mM Tris — 2ml/1M Tris
ImM EDTA — 1ml/0,2M EDTA
mit H,Opq auf 200ml auffiillen

Ery-Lyse-Puffer (pH 7,6) 155mM NH4Cl — 8,29g NH4Cl
Lagerung: 4°C 10mM KHCO; — 1,0g KHCO,
0,ImM EDTA — 0,5ml 0,2M EDTA

mit H,Opq auf 1000ml auffiillen

Protease (Pronase E) 20mg/ml in HyOpq 16sen

20% SDS 20g SDS mit H,Opq auf 100ml auffiillen

2.5.2. PCR und Auftrennung im Agarose-Gel

5M Na(Cl 292g NaCl mit HyOpq4 auf 1000ml auffiillen
0,2M EDTA (pH 8,0) 7,45g EDTA mit H,Opq auf 100ml auffiillen
IM Tris (pH 7,4/ 8,3) 12,11g Tris mit HyOpqg auf 100ml auffiillen
SM KCl 37,28g KCl mit HyOpq4 auf 100ml auffiillen
10x TBE-Puffer 510g Tris

275g Borat

37,2g EDTA

mit H,Oyq auf 51 auffiillen
25% Ficoll 10g Ficoll

40 ml Hzobd

UN auf das Schiittelrad
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Auftragspuffer

Ethidiumbromidldsung
Lagerung: 4°C, lichtgeschiitzt

Lingenstandard LS V(10ug/ml)

25% Ficoll
eine Messerspitze OrangeG

100mg EtBr in 10ml H,Opq4 16sen
1 Vol. Langenstandard (ug/ul)

I,SVOI. Hzobd
22,5Vol. Auftragspuffer

PCR-Nukleotid-Mix (2mM/dNTP) 1Vol. DNA Polymerization Mix

Lagerung: -20°C
2.5.3. HPLC

Puffer A (fir HPLC-Geriit)

Puffer B (fiir HPLC-Gerit)

Waschpuffer (fiir HPLC-Gerit)

ACN 75%

9Vol. Hzobd

500ul ACN
100ml TEAA
mit HyOgprc auf 21 auffiillen

500ml ACN
100ml TEAA
mit HyOgprc auf 21 auffiillen

80ml ACN
mit HyOypr ¢ 11 auffiillen

750 ACN
mit HyOgprc auf 11 auffiillen



3. Methoden

3.1. Isolierung der DNA

3.1.1. DNA-Extraktion aus Vollblut

Material

Ery-Lyse-Puffer
SE-Puffer

SDS

Pronase E

NaCl

Ethanol 100%
Ethanol 70%
TE-Puffer

Durchfiihrung

Bei der DNA-Extraktion aus Vollblut miissen zunichst die kernlosen Erythrozyten entfernt
werden. Dazu wird zum Blut 50ml Ery-Lyse-Puffer (4°C) gegeben, der die Erythrozyten ly-
siert. Nach der folgenden Zentrifugation (100rpm, 7°C, 10min), wird der Uberstand dekantiert.
Das Pellet wird zur Entfernung der letzten Erythrozytenreste nochmals lysiert und der Uber-
stand entfernt. AnschlieBend wird das Sediment gelockert. Fiir den folgenden Zellverdau wer-
den dem Pellet 5ml SE-Puffer, 0,25ml SDS und 25ul Pronase E hinzugefiigt. Der Ansatz wird
iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C stehengelassen. Zur Ausféllung der Proteine werden 2ml
5M NaCl zugegeben, der Ansatz dann gevortext und anschlieend zentrifugiert (3000rpm, RT,
10min). Der Uberstand wird in ein frisches ReaktionsgefiB pipettiert und die DNA dort mit
2,5Vol. kaltem Ethanol (100%) gefillt. Nach einem Waschschritt in ~5ml Ethanol (70%) wird
die DNA in ein 1,5ml-Reaktionsgefdf} iiberfiihrt. Nach Verdunstung des Ethanols wird der
DNA TE-Puffer hinzugefiigt. Die Aufbewahrung der extrahierten DNA erfolgt bei 4°C (Miller
et al., 1988).
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3.1.2. DNA-Extraktion aus Gewebeproben

Material

QIAamp-DNA-Mini-Kit (AL-Puffer, Puffer AW-1 und AW-2, QlAamp-DNA-Mini-Siule)
Proteinkinase K
RNAse A

Durchfiihrung

Die Gewebeprobe wird mit einem Skalpell zerkleinert und in Puffer ATL mit Proteinase K
(QIAGEN) bei 56°C im Schiittelinkubator {iN lysiert. Es erfolgt eine RNAse A-Inkubation fiir
2min bei RT und nach Zugabe von AL-Puffer eine Inkubation fiir 10min bei 70°C. Die Probe
wird mit Ethanol gemischt, auf die QITAamp-DNA-Mini-Séule aufgebracht und mit den Puffern
AW-1 und AW-2 gewaschen. Danach wird die DNA trockenzentrifugiert und mit H,Opq von

der Membran eluiert.

3.2. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Prinzip

Die optische Dichte (OD) ist definiert als die durch eine Losung absorbierte Lichtmenge. Sie
kann mit Hilfe eines Spektralphotometers (Gene Quant der Fa. Pharmacia) gemessen werden.
Uber einen Extinktionskoeffizienten kann die Konzentration einer geldsten Verbindung be-
stimmt werden. Jede Substanz hat einen fiir sie spezifischen Extinktionskoeffizienten. Das Ab-
sorptionsmaximum der gemessenen Substanz bestimmt die Wellenldnge, mit der die Messung

durchgefiihrt wird. Fiir Nukleinsduren liegt das Absorptionsmaximum bei 260nm.

Durchfiihrung

Vor der ersten Messung wird das Gerét mit HOpq als Referenz geeicht. Die geloste DNA wird
1:100 mit HyOpq verdiinnt und anschlieend zur Messung eingesetzt. Fiir ein genaueres Ergeb-
nis wird eine 200ul-Verdiinnung angesetzt, gut gemischt und die OD zweimal gemessen. Der

Mittelwert der beiden Messungen wird in die unten genannte Formel eingesetzt.
Gemessene OD x 5 = Xug/pl

Soll zusitzlich die Reinheit der DNA-Losung bestimmen werden, wird von der gleichen Probe
eine Messung bei 280nm (dem Absorptionsmaximum von Proteinen) durchgefiihrt und hieraus

der Quotient bestimmt (A, ,5,)- Ein Quotient zwischen 1,8 und 1,95 ldsst auf eine sehr reine

DNA-Losung schlieen.
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3.3. DNA-Amplifikation durch die Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.3.1. Standard-PCR

Prinzip
Mit Hilfe der PCR (Saiki et al., 1988) kann in vitro ein definiertes Stiick DNA bis zu 100 mal
kopiert werden. Ein Amplifikationszyklus der PCR besteht aus drei Schritten.

® In der Denaturierungsphase wird der zu amplifizierende DNA-Doppelstrang (ca. 100ng
DNA/Ansatz) bei 94°C denaturiert, so dass die DNA einzelstringig vorliegt.

e Wihrend der Anlagerungs-Phase (Annealing) bindet an jeden DNA-Strang ein Primer. Fiir
jedes Primerpaar muss die optimale Temperatur gefunden werden, die sich an der Basenzu-
sammensetzung der Primer orientiert. Als Anhaltspunkt kann fiir die Basen G und C je-
weils mit 4°C und fiir die Basen A und T jeweils mit 2°C gerechnet werden. Von der mitt-

leren Temperatur der Primer konnen fiir den ersten Test 5°C abgezogen werden.
[(A+T)x2°C + (G +C) x 4°C] — 5°C = Annealing Temp.

e In der Synthesephase wird eine hitzebestindige DNA-Polymerase verwendet. Um die
grofBtmogliche Leistung zu erzielen, erfolgt die Synthese bei der Temperatur der optimalen
Enzymaktivitit. Fiir AmplitagGold liegt die optimale Temperatur bei 72°C. Neben den De-
soxyribonukleotiden (dGTP, dCTP, dATP und dTTP), einem DNA-Matrixstrang und ei-
nem Primer mit freier 3'-OH-Gruppe benétigt die Polymerase Mg2+—Ionen als Co-Faktor.

Jeder Amplifikationszyklus fiihrt zur Verdopplung des Ausgangssubstrats. Bei einer symme-
trisch ablaufenden PCR vermehren sich die kopierten DNA-Fragmente exponentiell. Die opti-
male Zyklusanzahl muss fiir jeden Primer bestimmt werden und ist abhingig von Spezifitit
und Basenfolge der Primer.

Vor dem ersten Zyklus wird die DNA bei 94°C denaturiert. Nach dem letzten Zyklus schlieft
sich eine 72°C-Phase an, um alle Amplifikationsschritte zu beenden. Die gesamte DNA ist

wieder doppelstringig.

Material

10x AmplitaqGold PCR-Puffer

PCR-Nukleotid-Mix (2mM/dNTP)

Synthetische fluoreszenzmarkierte Oligonukleotid-Primer (20pmol/ul in HyOpq, pH 7,4)
DNA-Polymerase (5U/ul)

Template-Material

Als Template wird die wie in Kap. 3.1.1. und 3.1.2. beschrieben extrahierte DNA verwendet.
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Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wird die DNA mit H,Oyq auf eine Konzen-
tration von 50ng/\l verdiinnt.
Durchfiihrung

Fiir eine standardisierte Doppelstrang-PCR werden je 50ul Gesamtansatz folgende Komponen-

ten zusammenpipettiert:

10x PCR-Puffer Sul
DNTPs (2pmol/ul) Sul
Primer R (20pmol/ul) Tpl
Primer F (20pmol/ul) Tul
DNA-Polymerase 0,2ul
DNA (150ng) Xpul
Hzobd Xpl
50ul

Die PCR-Reaktion wird in 0,5ml-Reaktionsgefdlen durchgefiihrt. Das jeweilige PCR-
Programm richtet sich nach den Primer-Bedingungen, der Grofe des zu amplifizierenden

DNA-Fragments, der gewiinschten Produktmenge und der Spezifitit der Reaktion.

PCR-Programm:

1. 94°C 10min
2.94°C 1 min
3.x°C 1 min
4.72°C 1 min
5.72°C 10min
Schritte 2—4 werden max. 40 mal wiederholt

Der Vorteil der AmplitagGold zu anderen Polymerasen ist, dass sie bei Raumtemperatur inak-
tiv ist und erst bei Temperaturen von 70°C aktiv wird. Dadurch wird die Bildung von Primer-
multimeren unterdriickt, die die Primerkonzentration herabsetzen und die Auswertung des A-
garose-Gels storen. Aulerdem wird die Amplifikation unspezifischer Produkte unterbunden, da

die Primer bei 70°C iiberwiegend spezifisch binden.

3.3.2. Multiplex-PCR

Prinzip

Die Multiplex-PCR erfolgt analog zur Vorschrift der Standard-PCR. Im Gegensatz zur Stan-
dard-PCR werden mehrere verschiedene Primerpaare zusammen in einen Ansatz gegeben, um
eine simultane Amplifikation mehrerer DNA-Abschnitte zu erreichen. Dies reduziert Arbeit,

Kosten und das Risiko von Kontaminationen. Bei der Zusammenstellung der Ansétze miissen
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einige Punkte beachtet werden. Die zu amplifizierenden Produkte miissen unterschiedliche
Lingen haben, um sie spiter unterscheiden zu konnen. Die Primer sollten zwischen 22bp und
30bp lang sein und in gleicher Konzentration vorliegen. Aulerdem empfiehlt sich eine Poly-
merase, die erst bei einer bestimmten Temperatur zu arbeiten beginnt.

Die Schwierigkeit bei der Multiplex-PCR besteht darin, dass sich nicht alle DNA-Abschnitte in
beliebiger Kombination amplifizieren lassen. Die Primer storen sich gegenseitig, so dass ein
PCR-Produkt, das sich alleine gut amplifizieren lédsst, in Kombination mit einem anderen mog-
licherweise nicht detektierbar ist. Oder dass durch Hinzufiigen eines Primerpaares zu einer gut
funktionierenden Kombination mehrerer Paare die Amplifikation eines DNA-Abschnittes un-
terdriickt wird.

Um die Auswertung zu vereinfachen, empfiehlt es sich die Primerpaare im Verhéltnis so einzu-
setzen, dass die Produktmengen in etwa gleich sind. Dabei kann es vorkommen, dass ein Pri-
merpaar in bis zu vierfacher Konzentration im Vergleich zu einem anderen eingesetzt werden
muss.

Aus mehreren Griinden empfiehlt es sich direkt fluoreszenzmarkierte Primer zu benutzen. Zum
einen ist damit sicher gestellt, dass auch jedes Amplifikat detektiert werden kann, zum anderen
muss das PCR-Produkt fiir weitere Analysen nicht mehr gefillt werden, was zu einem Verlust
von Amplifikat fithren wiirde. Die in dieser Arbeit benutzten Primer sind mit 6-fam oder Tet

markiert.
Material und Template-Material s. Kap. 3.3.1.

Durchfiihrung
Fiir eine Multiplex-PCR Doppelstrang-PCR werden je 50ul Gesamtansatz folgende Kompo-
nenten zusammenpipettiert:

10x PCR-Puffer Sul
dNTPs (2pmol/ul) Sul
Verschiedene Primer R (20pmol/ul)  Xul
Verschiedene Primer F (20pmol/ul)  Xul

DNA-Polymerase 0,25ul

DNA (150ng) Xpul

Hzobd X}Jl
50ul

Die PCR-Reaktion wird in 0,5ml-Reaktionsgefilen durchgefiihrt. Das jeweilige PCR-
Programm richtet sich nach den Primer-Bedingungen, der Grée der zu amplifizierenden
DNA-Fragmente, der gewiinschten Produktmenge und der Spezifitit.

PCR-Programm s. Kap. 3.3.1.



Methoden 38

Die einzelnen Bedingungen der Multiplex-Ansétze sind im Anhang (s. Kap. 8.2) aufgefiihrt.

3.4. Auftrennung der PCR-Produkte im Agarose-Gel

Prinzip
Aufgrund der negativen Eigenladung der

POf"—Gruppen kann die DNA in einem

elektrischen Feld nach Lingen aufgetrennt
werden. Groflere DNA-Fragmente laufen
langsamer durch das Agarose-Gel als kiir-
zere. Die Banden eines mitlaufenden Stan-

dards definieren die Linge der Fragmente.

Material Abb. 15: Auftrennung von PCR-Produkten auf einem Agarosegel.
Spuren 1-7 PCRs mit dem Marker DXS990 8. Spur Leerwert (L), 9.

1x TBE-Puffer Spur Lingenstandard (LS V).
Agarose

Ethidiumbromid 10mg/ml

Auftragspuffer

Lingenstandard LS V

Durchfiihrung

Die Zusammensetzung des Gels wird je nach Linge der aufzutragenden DNA-Fragmente ge-
wihlt. Lingere Fragmente erfordern niederprozentigere Gele. Fiir die Auftrennung von PCR-
Produkten eignet sich am besten ein zweiprozentiges Agarose-Gel.

Die Agarose wird in der Mikrowelle in 1x TBE-Puffer gelost und so lange aufgekocht, bis die
Fliissigkeit klar und ohne Schlieren ist. Nach Abkiihlen auf etwa 50°C wird Ethidiumbromid
(2ul/100ml Gel) zugegeben und die Losung in die vorbereiteten Schalen gegossen. Nach etwa
20min ist das Gel fest geworden. Die Kimme werden entfernt und das Gel in die mit 1x TBE-
Puffer gefiillte Kammer gelegt. Die vorbereiteten Proben (Sul PCR-Produkt + Sul Auftrags-
puffer) und der Liangenstandard LS V konnen dann aufgetragen werden.

Nach einer Laufzeit von etwa 20min bei 80V konnen die Banden unter UV-Licht visuell iiber-

priift und abfotografiert werden (s. Abb. 15).
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3.5. HPLC mit Fluoreszenzdetektor

Prinzip

Das HPLC-Verfahren beruht auf dem Prinzip der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie.
DNA-Fragmente werden in eine Séule injiziert. Die hydrophobe, neutrale Polymermatrix aus
Polystyren-Divinylbenzol der Séule kann iiber das Triethylammonium-Kation (TEAA) des
Eluentensystems an die negativ geladene DNA binden. TEAA weist die Eigenschaften eines
Briickenmolekiils auf. Die hydrophilen Ammonium-Kationen binden an die negativ geladenen
Phosphatgruppen der DNA, wihrend die Alkylgruppen an die hydrophobe Oberfliche der Po-
lymermatrix binden. Die Trennung der DNA-Fragmente erfolgt mittels Ionenpaar-Umkehr-
phasenchromatographie. Die DNA-Fragmente werden von der Polymermatrix mit einer konti-
nuierlich steigenden Acetonitrilkonzentration (Gradient) eluiert. Lingere Fragmente haften im
Vergleich zu kiirzeren Fragmenten stirker an der Séule. Bei einer nicht denaturierenden Tem-
peratur (50°C) verlduft das Trennverfahren der DNA-Fragmente strikt nach Fragmentldnge und
ist unabhingig von der Basenzusammensetzung.

Ist die DNA abgelost wird sie durch eine Durchflusszelle gespiilt, hier befindet sich eine UV-
Lampe, die bei 260nm die DNA misst. Nachgeschaltet ist ein Fluoreszenzdetektor, der die im
PCR Produkt eingebauten Fluoreszenzfarbstoffe tet (536nm), 6-fam (520nm) und tamra
(576nm) detektiert. Die erhohte Affinitdt zwischen Sdulenmatrix und fluoreszenzmarkierten
DNA-Fragmenten fiihrt zu einer verlidngerten Retentionszeit der untersuchten Fragmente. Die-
se Verldngerung der Retentionszeit kann durch einen hoheren Prozentsatz an organischer Lo-
sung (z. B. Puffer B) ausgeglichen werden. Wihrend zwar die Retentionszeit durch eine Fluo-
reszenzmarkierung beeinflusst wird, ist kein Verlust der Auflésung zu verzeichnen.

Die genauen Gradienten fiir die einzelnen Multiplex-Ansitze sind im Anhang (s. Kap. 8.3) auf-

gefiihrt.

Material

Puffer A
Puffer B
Waschpuffer
75% ACN

Durchfiihrung
Zur HPLC-Analyse mit Fluoreszenzdetektor werden fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte be-
notigt. Dazu werden fluoreszenzmarkierte Primer in dem in Kap. 3.3. beschriebenen PCR-

Ansatz benutzt. Von den PCR Produkten wurden je nach Produktmenge 7-11pul in eine Mikro-
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titerplatte pipettiert und in das HPLC-Geriit gestellt.

Die Produkte werden der Linge nach aufgetrennt und das Integral der Flichen unter den Kur-
ven berechnet. Um die Kurven aus den Multiplex-Ansitzen zu den Exons sicher zuordnen zu
konnen, wurden die Exons einzeln amplifiziert und ausgewertet und einmalig ein TAMRA-
Lingenstandard aufgetragen. Die jeweiligen Zeiten, bei denen die Exonkurven erscheinen, sind

dem Anhang zu entnehmen.

3.5.1. Auswertung

Bei der quantitativen Endpunkt-PCR werden in Multiplex-Ansétzen mehrere Exons des zu un-
tersuchenden Gens zusammen mit einem Exon eines anderen Gens als Kontrolle amplifiziert.
Die Flidche unterhalb jeder Kurve entspricht der Produktmenge des jeweiligen Exons (s. Abb.
16). Die Integrale der Flichen der Exons werden dann zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Um
Unterschiede in der Amplifikation in den einzelnen Reaktionsgefidflen auszugleichen, wird je-
des Exon-Verhiltnis nochmal ins Verhiltnis gesetzt mit dem gleichen Verhiltnis einer Kon-
trolle gesetzt.

Beispiel: Exon A und Exon B sollen ausgewertet werden. Das Verhiltnis zwischen den Inte-
gralen der Flichen der Exonkurven der Exons A und B wird bei einer Kontrollperson gebildet
(A/B)k und genauso bei einem Patienten (A/Bp). Diese beiden Verhiltnisse werden nun zuei-
nander ins Verhiltnis gesetzt (A/B)x/(A/B)p. Im Idealfall ist das Ergebnis 1 - keine Deletion
oder Duplikation. Bei einem Wert um die 0,5 spricht das fiir eine Deletion von Exon B oder
eine Duplikation von Exon A beim Patienten. Umgekehrt bei einem Wert um die 2 liegt eine
Deletion von Exon A oder eine Duplikation von Exon B des Patienten vor.

Diese Verhiltnisbildung wird fiir jedes Exon-Verhiltnis der Multiplex-Ansitze vorgenommen.
Die Referenzwerte (A/B)x werden wie folgt ermittelt. Neben den Patienten laufen in einem
Ansatz drei bis fiinf Kontroll-Personen mit. Fiir jedes Exonverhiltnis wird derjenige Wert be-
stimmt, der den Median aus den Werten der Kontrollpersonen bildet. Dieser wird dann als Re-
ferenz (A/B) fiir die Patienten verwendet.

Um mehrere Exon umfassende Deletionen nicht zu iibersehen ist in jedem Multiplex-Ansatz
ein Exon eines anderen Gens enthalten. So ist gewihrleistet, dass auch Deletionen detektiert
werden, bei denen alle Exons eines Multiplex-Ansatzes des zu untersuchenden Gens deletiert

sind. In diesem Fall zeigen nur die Verhéltnisse mit dem Kontroll-Exon Auffilligkeiten.



4. Ergebnisse

Die Erfassung genomischer Deletionen, die ein oder mehrere Exons umfassen, ist mit her-
kommlichen Methoden schwierig, wenn nicht ganz unméglich. Der Ansatz dieser Arbeit stiitzt
sich bei der Suche nach deletierten Exons auf eine PCR-basierte quantitative Analyse von Gen-
kopien. Die in einem Allel deletierten Exons liegen im Genom im Gegensatz zu den nicht dele-
tierten Exons in einfacher Kopie vor. Bei einem Vergleich der Amplifikate einzelner Exons
untereinander sind deletierte Exons durch eine verminderte Produktmenge zu identifizieren.
Um sicher zu gehen, dass alle Exons, deren Produktmengen miteinander verglichen werden,
die gleichen Amplifikationsbedingungen erhalten, wurden Multiplex-PCR-Ansétze etabliert, in
denen mehrere Exons parallel in einem Reaktionsréhrchen amplifiziert wurden. Um auch eine
vollstindige Deletion eines Allels des APC-Gens zu erfassen, wurde in jedem Multiplex-
Ansatz zusitzlich zu den Exons des APC-Gens ein Exon eines anderen Gens von einem ande-
ren Chromosom mitamplifiziert. Die Produktmengen der einzelnen Exons wurden iiber HPLC-
Analyse ermittelt und nach einem festgelegtem Schema untereinander ins Verhiltnis gesetzt

und ausgewertet.

Abb. 16: Darstellung der
HPLC-Analyse des An-
satzes hS7JDH. Es werden
funf Exons gleichzeitig am-
plifiziert. Jedes Signal steht
fir ein Exon. Die y-Achse
gibt die gemessene Inten-
sitdt in mV an, die x-Achse
die Retentionszeit in min.

Die erste Zahl iiber den
Kurven gibt den Zeitpunkt
(Retentionszeit) an, an dem
diese Bande die hochste In-
tensitdt ausstrahlte, die
zweite Zahl steht fiir das In-
tegral der Fliche unter der
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4.1. Multiplex-Ansitze

Fiir die Analyse einer quantitativen Endpunkt-PCR mussten mehrere Exons in einem Ansatz
amplifiziert werden. Dafiir wurden sogenannte Multiplex-Ansitze zusammengestellt. Drei bis
vier Exons des APC-Gens wurden mit einem passenden Kontrollexon aus dem hMLH1-Gen
(3p21.2) oder dem hMSH2-Gen (2p22-p21) kombiniert. Bei der Zusammenstellung wurde da-
rauf geachtet, dass alle Exons unterschiedlich lang waren, aber dhnliche Amplifikationsbe-

dingungen aufwiesen. Zur Uberpriifung ob alle Exons amplifiziert wurden, wurden die PCRs

auf einem Ethidiumbromid-Gel aufgetragen.

Abb. 17: Darstellung der Multiplex-Ansitze auf einem
< Agarose-Gel. Jeweils zweimal derselbe Ansatz, dann eine
LSV 11h1ALI hS7JDH - 45h1914 OMhIT < leere Spur. ist' 2Mh1'T isF noch nicht vollstﬁndig' aufge-
trennt, daher sind keine vier getrennten Banden sichtbar.
In der ersten und letzten Spur der Lingenstandard LSV
zur Orientierung der Bandenléinge aufgetragen.

Die in dieser Arbeit bearbeiteten Multiplex-Ansétze setzten sich folgendermallen zusammen:

Multiplex- APC-Exons (Linge in bp) Kontrollexon

Ansatz

h57JDH Exon 7 (239bp); 15J* (318bp), 15D* (383bp), 15SH* (427bp) | hMLHI1 Exon 5 (190bp)
45h1914 Exon 4 (196bp), 5 (244bp), 14 (308bp) hMLH]1 Exon 19 (270bp)
11h1ALI Exon 11 (216bp), 15A* (373bp), 15L* (417bp), 15I* (440bp) | hMSH2 Exonl (284bp)
2MhIT Exon 2 (216bp), 15M* (255bp), 15T* (303bp) hMSH?2 Exonl (284bp)

Tab. 5: Zusammensetzung der Multiplex-Ansitze. Die einzelnen PCR-Bedinugungen sind dem Anhang (Kap. 8.2) zu entnehmen.
*Da das Exon 15 des APC-Gens so lang war, dass es nicht an einem Stiick amplifiziert werden konnte, wurde es in 23 sich iiberlappenden Tei-
len (A-W) amplifiziert.

Die Benennung der zusammengestellten Multiplex-Ansitze ergab sich aus den Lingen der
Exons beginnend mit dem kiirzesten Exon. Die Kontrollexons wurden vor ihrer Exonnummer
mit einem ,,h* als Kurzform fiir htMLH1 bzw. hMSH2 gekennzeichnet.

Weitere mogliche Multiplex-Ansitze fiir das APC-Gen, die in dieser Arbeit nicht beriicksich-

tigt wurden, sind:

Exon 3 O N G
Grosse (bp) 250 292 339 385
Exon 1 W E

Grosse (bp) 207 342 430

Exon S 9 K F
Grosse (bp) 307 327 383 435

Tab. 6: Weitere Multiplex-Ansitze
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4.2. Reaktionskinetik der Multiplex-PCRs

Um die Reaktionskinetik fiir jeden Multiplex-Ansatz darstellen zu kénnen, wurde fiir jeden
Multiplex-Ansatz eine Reihe erstellt. Dabei wurden 14 PCR-Reaktionsgefdfle aus einem
Mastermix gefiillt. Durch Zufiigen der DNA in den Mastermix wurde sichergestellt, dass in
jedem Reaktionsgefifl identische DNA-Mengen waren, um die Ansitze spiter vergleichen zu
konnen. Nach 14 Zyklen wurde das erste Reaktionsgefidfl aus der PCR-Maschine geholt und
bei 72°C 10min in einen Wirmeblock gestellt. Nach jeweils zwei Zyklen wurde dieser Schritt
bis nach dem 36. Zyklus wiederholt. Das letzte Reaktionsgefid3 und die Leerkontrolle durchlie-
fen 40 Zyklen. Die verschieden lang amplifizierten PCRs wurden nun auf einem HPLC-Geriit
mit Fluoreszenzdetektor injiziert.

Die Integrale der Flichen unter den Exonkurven wurden berechnet und in einem Excel-
Diagramm mit logarithmischer Skalierung aufgetragen. Aus diesen Kurven war das Ende der
exponentiellen Phase (lineare Steigung) bzw. der Ubergang in die Sittigungsphase ersichtlich.
Bei allen Multiplex-Ansitzen konnte der Fluoreszenzdetektor des HPLC-Gertes bei einer Ein-
spritzmenge von 10ul erst nach 18 bzw. 20 Zyklen PCR-Produktmengen detektieren, die sich
auswerten lieBen.

Fiir das weitere Deletionscreening wurden anhand der erstellten Reihen zwei Zyklen zur Aus-
wertung ausgewdhlt. Der frithere Zyklus sollte am Ende der exponentiellen Phase rangieren, es
sollte aber sicher gestellt sein, dass sich alle Exons noch in der exponentiellen Phase befinden.

Der spitere Zyklus sollte in der Séttigungsphase aller Exons liegen.

4.2.1. h57JDH

Abb. 18: Reihe von h57JDH.
10000000 Die X-Achse gibt die Zyklus-
zahl an, die die PCR bis zur
Auswertung durchlaufen hat.
Die Werte der Y-Achse ergeben
sich aus dem Integral der Fliche
unter den Kurven.
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Bei diesem Ansatz konnte erst ab einer Zyklusanzahl von 20 PCR-Amplifikat detektiert wer-

den. Die exponentielle Phase ging fiir die Exons hS, 7, 15D und 15H nach 24 Zyklen langsam

in die Sittigungsphase iiber. Fiir Exon 15J war die Ubergangsphase spiter etwa bei Zyklus 28.

Die Zyklen 24 und 30 wurden fiir die weitere Analyse ausgewébhlt.

4.2.2. 45h1914

10000000

1000000

Kurvenflache

100000

10000

—o—Exon 4
—=—Exon5
—+—Exonh19
—~—Exon 14

18

20

22

24

26

28

Zykluszahl

30

32

34

36

40

Abb. 19: Reihe von 45h1914.
Die X-Achse gibt die Zyklus-
zahl an, die die PCR bis zur
Auswertung durchlaufen hat.
Die Werte der Y-Achse ergeben
sich aus dem Integral der Fldche
unter den Kurven der Exons.

Die ersten Werte dieses Multiplex-Ansatzes konnten nach 18 Zyklen erfasst werden. Deutlich

war die exponentielle Phase bei allen Exons bis Zyklus 22 zu erkennen. Nach 22 Zyklen ging

die Reaktion fiir alle vier Exons in die Sittigungsphase iiber. Fiir das Deletionsscreening in

diesem Multiplex-Ansatz wurden die Zyklen 22 am Ende der exponentiellen Phase und 30 in

der Sattigungsphase ausgewéhlt.

4.2.3. 11h1ALI

10000000

Kurvenflache

10000

1000000 -

100000 -

—o—Exon 11
—=— Exon h1
—+— Exon 15A
—— Exon 15L
——Exon 15|

22

24

26

28
Zykluszahl

Abb. 20: Reihe von 11hl1ALL
Die X-Achse gibt die Zykluszahl
an, die die PCR bis zur Auswer-
tung durchlaufen hat. Die Werte
der Y-Achse ergeben sich aus
dem Integral der Fliche unter den
Kurven.
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Die exponentielle Phase endete fiir Exon 151, 15A und 15L nach 22 Zyklen. Exon hl und 11
gingen nach 26 Zyklen in die Sittigungsphase iiber. Die weitere Analyse wurde nach 22 und
28 Zyklen durchgefiihrt.

Deutlich war hier ein Abfall der Produktmenge fiir die Exons 151 und 15L nach 26 bzw. 28
Zyklen zu sehen. Wihrend die Produktmenge von Exon 15A bis zum Ende annihernd gleich
blieben, stieg fiir die Exons 11 und h1 die Produktmenge nach der exponentiellen Phase weiter

an.

4.2.4. 2Mhl1T

Abb. 21: Reihe von 2Mh1T. Die
10000000 X-Achse gibt die Zykluszahl an,
die die PCR bis zur Auswertung
durchlaufen hat. Die Werte der
Y-Achse ergeben sich aus dem
Integral der Fliche unter den
Kurven.

1000000 -

100000 %

10000

-o—Exon2
—=— Exon 15M
—+—Exon h1
——Exon 15T

Kurvenflache

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 40
Zykluszahl

Nach 18 Zyklen waren erste Werte erfassbar. Hier war das Ende der exponentiellen Phase
schwierig zu definieren. Nach Zyklus 22 fing fiir die Exons 2 und hl die Séttigungsphase an.
Die Exons 15M und 15T befanden sich noch bis Zyklus 24 in der exponentiellen Phase. Daher

wurde das Deletionsscreening fiir die Zyklen 22 und 28 etabliert.

4.3. Variation und Normwerte-Verteilung

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots mit einem Statistikprogramm (SPSS — ,, supe-
rior performance software system ‘) erstellt. Der dicke Balken im grauen Bereich (Box) stellt
den Median dar. Der Median ist der Wert, den die Person genau in der Mitte der Stichprobe
geliefert hat. 50% der Fille liegen in der Box: Der obere Rand halbiert wiederum die obere
Hiilfte der Stichprobe (der Rand liegt also an der 75. Perzentile). Entsprechendes gilt fiir die
untere Hilfte: Der untere Rand entspricht dem 25. Perzentil. Die kleinen Kreise bezeichnen

sogenannte Ausreifler — Werte, die mehr als 1,5 Box-Lingen vom 25. bzw. 75. Perzentil ent-
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fernt liegen. Die diinnen waagrechten Striche zeigen die hochsten bzw. niedrigsten beobachte-
ten Werte an, die noch keine Ausreiller sind, also noch innerhalb des 1,5fachen Interquartilen-
abstandes (Box-Linge) liegen. Noch extremere Werte werden als Sternchen dargestellt: Diese
liegen mehr als drei Box-Lingen vom 25. und 75. Perzentil entfernt. Die Zahl neben den Krei-

sen bzw. Sternchen zeigt an um welchen Wert der Datengruppe es sich handelt.

4.3.1. Variation innerhalb einer Kontroll-DNA dargstellt am Ansatz h57JDH

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Reaktionen wurde fiir den Multiplex-Ansatz
h57JDH fiir die Zyklenanzahl 24 und 30 je elfmal dieselbe DNA eingesetzt. Zur Erstellung der
Boxplots wurden die Flichen (Absolutwerte) unter den Exonkurven errechnet. Um diese Daten
jedoch besser mit den Daten des Deletionsscreenings vergleichen zu kénnen, wurden auch
Boxplots erstellt, die das Verhalten der Exonverhiéltnisse zeigen. Dabei wurde das Integral von
jeder Kurvenfliche eines Exons mit dem Integral der Kurvenfldche von jedem anderen Exon

des Ansatzes ins Verhiltnis gesetzt.

Darstellung der Absolutwerte (Ansatz h57JDH elfmal dieselbe DNA)

R Abb. 22: Boxplots aus den Absolutwerten der
h57JDH24 A1-11 Kurvenflichen nach 24 Zyklen. Die X-Achse gibt
die einzelnen Exons an, N die Anzahl der mitein-
bezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt die GroBe

der Integrale der Flidchen.
500000 4%

400000 T
300000 %

600000

200000

100000 —

Exonh5 Exon7 Exon15J Exon15D Exoni15H

Nach 24 Zyklen Exon h5 Exon 7 Exon 15J Exon 15D Exon 15H

Oberer Grenzwert 532173 430382 332321 124494 120823
75. Perzentile 510978 417736 327840 121268 118404
Median 476810 387597 310952 116153 114332
25. Perzentile 452860 384069 302800 112091 105495
Unterer Grenzwert 423500 363155 290515 103644 102331

Die Produktmengen (Integral der Kurvenfldche) der Exons hatten nach 24 Zyklen eine relativ
geringe Streubreite (s. Abb. 18a). Fiir die Exons 15D und 15H war sie sehr klein (103644-
124494, A20850) bzw. (102331-120823, A18492). Eine zunehmende Variationsbreite war von
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Exon 15J (290515-332321, A41806) iiber Exon 7 (363155-430382, A67227) bis Exon h5
(423500-532173, A108673) mit ansteigenden Absolutwerten zu bemerken.

B Abb. 23: Boxplots aus den Absolutwerten der
h57JDH 30 A1-11 Kurvenflichen nach 30 Zyklen. Die X-Achse
3000000 gibt die einzelnen Exons an, N die Anzahl der
miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt die
GroBe der Integrale der Flichen.
2500000
20000007
—_
1500000
J T
I
1000000
500000
0
N= " " " " "
Exonh5 Exon7 Exon15J Exon15D Exon15H

Nach 30 Zyklen Exon h5 Exon 7 Exon 15J Exon 15D Exon 15H

Oberer Grenzwert 2689835 1589379 1450033 430262 352017
75. Perzentile 2558380 1516778 1358492 371656 296734
Median 2242512 1369517 1217713 320603 246581
25. Perzentile 1918654 1086442 898821 217117 165955
Unterer Grenzwert 1387859 902329 751606 170964 141489

Ahnlich wie nach 24 Zyklen war nach 30 Zyklen die Streubreite fiir die Exons 15D (170964-
430262, A259298) und Exons 15H (141489-352017, A210528) am geringsten, aber grofler als
nach 24 Zyklen. Exon 7 (902329-1589379, A687050) und Exon 15J (751606-1450033,
A698427) hatten in etwa die gleiche Spanne. Auffallend war die groBe Variationsbreite fiir
Exon h5 (1387859-2689835, A1301976).
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Darstellung der Exonverhéltnisse (Ansatz h57JDH elfmal dieselbe DNA)

Abb. 24: Boxplots aus den Exonverhiltnissen von h57JDH
h57JDHA 24 nach 24 Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exon-
6 verhiltnisse an, N die Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die
Y-Achse zeigt den Wert der Verhiltnisse der Integrale der
Fldchen (dimensionslos).
54
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N= 1 11 11 1 1 11 1 1 11 11
h5/7 h5/J h5/D h5H 74 7D 7H JD JH DH
Nach 24 Zyklen h5/7 h5/J h5/D h5/H 7N 7/D 7H J/D JH DH
Oberer Grenzwert 1,32 1,66 4,54 4,99 1,32 3,69 3,98 2,80 3,03 1,11
75. Perzentile 1,26 1,57 4,35 4,48 1,30 3,46 3,69 2,77 2,85 1,07
Median 1,19 1,55 4,13 4,23 1,28 3,43 3,52 2,74 2,77 1,03
25. Perzentile 1,17 1,45 3,90 3,96 1,24 3,35 3,39 2,67 2,70 1,00
Unterer Grenzwert 1,11 1,42 3,76 3,79 1,22 3,30 3,13 2,58 2,57 0,93

Nach 24 Zyklen waren kleine Variationsbreiten fiir die Exonverhiltnisse 7/J (1,22 — 1,32,
AO0,1), h5/7 (1,11 - 1,32, A0,21), D/H (0,93 — 1,11, A0,18) und J/D (2,58 — 2,80, A0,22) zu ver-
zeichnen. Zunehmende Spannbreite zeigten 7/D (3,30 — 3,71, A0,41), h5/J (1,42 — 1,66, AO,44),
J/H (2,57 - 3,05, A0,48), 7/H (3,13 — 3,78, A0,65), h5/D (3,76 — 4,54, A0,78) und h5/H (3,79 —
4,99, A1,2).
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h57JDH A 30 Abb. 25: Boxplots aus t}len Exopverh‘dltnissen von h57JDH nach 3‘0
Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnisse an, N die
Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den Wert
der Verhiltnisse der Flichenintegrale (dimensionslos).

| B

0 L L v L L L L L L L
N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
h5/7 h5/J h5D hSH 74 7D 7H JD JH DH

Nach 30 Zyklen h5/7 h5/J h5/D| H5H 7 7/D 7/H J/D J/H D/H
Oberer Grenzwert 1,77 2,13 8,84| 11,56 1,23 5,28 6,63 4,40 542| 1,35
75. Perzentile 1,75 2,00 8,12 9,92 1,20 4,92 6,38 4,00 5,31 1,31
Median 1,69 1,87 6,99 8,88 1,15 4,35 5,60 3,86 494 | 127
25. Perzentile 1,54 1,79 6,57 8,04 1,12 4,05 4,96 3,52 4,47 1,22
Unterer Grenzwert 1,48 1,65 6,03 7,56 1,07 3,60 4,41 3,37 412 1,21

Auch nach 30 Zyklen hatten h5/7 (1,58 — 1,77, A0,19), 7/J (1,07 — 1,23, A0,16) und D/H (1,21
— 1,35, AO,14) sehr wenig Abweichung um den Median, h5/J (1,65 — 2,13, A0,48) etwas mehr.
Die iibrigen Boxplots zeigten eine grof3ere Spannbreite. Bei 7/D (3,60 — 5,28, A1,68), J/D (3,37
— 4,40, A1,03) und J/H (4,12 — 5,42, A1,30) lag die Variation im gleichen Bereich; 7/H (4,41 —
6,63, A2,22) zeigte wenig mehr. h5/D (6,03 — 8,84, A2,61) und h5/H (7,56 — 11,56, A4,00)

setzten sich deutlich ab.

4.3.2. Variation zwischen verschiedenen Kontroll-DNAs

(Ansatz 45h1914 mit 11 verschiedenen DNAs)

Um die Variationsbreite der gesunden Population zu ermitteln, wurden 11 Kontroll-DNAs fiir
den Multiplex-Ansatz 45h1914 jeweils nach Zyklus 22 und 30 ausgewertet. Hierbei wurden
nicht die Absolutwerte miteinander verglichen, sondern wie auch im spéteren Deletionsscree-
ning die Verhiltnisse der Exons. Dabei wurden die Integrale der Flichen unter den Exonkur-
ven der HPLC-Analyse bestimmt und ins Verhiltnis gesetzt. Diese Verhéltnisse konnten in-
nerhalb eines Ansatzes verglichen werden.

Die Kontrollen wurden von 1-11 durchnummeriert (K1-K11), jede Kontrolle wurde in beiden

Ansitzen mit derselben Nummer gekennzeichnet.
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Abb. 26: Boxplots aus den Exonrelationen des Multiplex-
45h1914 K22 Ansatzes 45h1914 von 11 unterschiedlichen Kontroll-DNAs
4,0 nach 22 Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnis-
se an, N die Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse
zeigt den Wert der Verhiltnisse der Flichenintegrale (dimensi-
351 onslos).
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2,09
€
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1,04
5
N= 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1
4/5 4/h19 414 5/h19 5/14 h19/14
Nach 22 Zyklen 4/5 4/h19 414 5/h19 514 h19/14
Oberer Grenzwert 1,59 2,06 3,79 1,30 2,38 2,04
75. Perzentile 1,49 1,85 3,21 1,27 2,08 1,83
Median 1,39 1,64 2,17 1,19 1,60 1,41
25. Perzentile 1,29 1,56 2,02 1,11 1,45 1,21
Unterer Grenzwert 1,23 1,41 1,78 1,08 1,34 0,79

Nach 22 Zyklen zeigte 5/h19 (1,08 — 1,30, A0,28) die kleinste Variation gefolgt von 4/5 (1,23 —
1,59, A0,36) und 4/h19 (1,41 — 2,06, A0,65). Eine groBere Spannbreite hatten schon 5/14 (1,34
- 2,38, A1,04) und h19/14 (0,79 — 2,04, Al1,25). Auffillig war die groe Variation fiir 4/14
(1,78 — 3,79, A2,01). Bei 4/h19 und 5/h19 gab es jeweils einen Ausreiler. In beiden Féllen han-
delte es sich um dieselbe Kontroll-DNA K10.
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Abb. 27: Boxplots aus den Exonrelationen des Multiplex-
45n1914 K30 Ansatzes 45h1914 von 11 unterschiedliche Kontrollen nach 30
45 Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnisse an, N
die Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den
Wert der Verhiltnisse der Fliachenintegrale (dimensionslos).

4,01
3,54 T
3,04 T
2,54

N T —=

1,04 %

N= 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1
45  4h9 414 5h19 514 hi9/14

Nach 30 Zyklen 4/5 4/h19 4/14 5/h19 5/14 h19/14
QOberer Grenzwert 2,34 2,32 3,89 1,07 1,81 1,76
75. Perzentile 2,18 2,18 3,44 1,04 1,65 1,70
Median 2,11 1,97 3,32 0,98 1,60 1,66
25. Perzentile 1,98 1,88 3,05 0,92 1,52 1,57
Unterer Grenzwert 1,79 1,79 2,92 0,86 1,44 1,54

Auch nach 30 Zyklen hatte 5/h19 (0,86 — 1,03, A0,17) die kleinste Abweichung vom Median
gefolgt von h19/14 (1,54 — 1,76, A0,22). 5/14 (1,44 — 1,81, A0,37), 4/5 (1,79 — 2,34, A0,55)
und 4/h19 (1,79 - 2,32, A0,53) bewegten sich in derselben Region. Eine deutlich groBere
Spannbreite zeigte wieder 4/14 (2,92 — 3,89, A0,97). Bei den Ausreissern bei 5/h19 und h19/14
handelte es sich in beiden Féllen um die Kontroll-DNA K7.

4.4. Auswertung der Verhiéltnisrelationen

4.4.1. Allgemein

Die Auswertung der in der HPLC-Analyse der vier Multiplex-Ansitze erhobenen Werte erfolg-
te nach einem bestimmten Schema. Zunéchst wurden fiir jede DNA pro Multiplex-Ansatz die
Integrale der Flidchen unter den exonspezifischen Kurven erhoben. Diese Fldchenintegrale wur-
den untereinander ins Verhiltnis gesetzt (immer nur Werte einer DNA innerhalb eines Multi-
plex-Ansatzes). Damit diese gebildeten Verhiltnisse zwischen den DNAs vergleichbar wurden,
mussten diese Verhiltnisse wiederum mit einem Referenzwert ins Verhiltnis gesetzt werden.

Die Referenzwerte ergaben sich aus den Werten der Kontroll-DNAs. Fiir jedes Exonverhiltnis
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wurde derjenige Wert als Referenzwert bestimmt der den Median in der Kontrollgruppe gebil-

det hat.

Arbeitsschritte der Auswertung
1. Integral der Flichen unter den Kurven erfassen (z. B. Exon 4, 5, h19, 14)
2. Verhiltnisse untereinander bilden (z. B. 4/5, 4/h19, 4/h14, 5/h19, 5/14, h19/14)
3. Referenzwert fiir jedes Verhiltnis bestimmen (Median aus der Kontrollgruppe)

4. Doppelverhiltnisbildung (z. B. (4/5)xontrolte / (4/5)patient)

Die Grenzwerte dieser doppelten Verhiltnisbildung waren fiir alle Multiplex-Ansétze gleich.
Die Grenzwerte, ab denen eine Deletion bzw. eine Duplikation des einen oder anderen Exons
definiert wurde, wurden auf unter 0,67 und iiber 1,5 festgesetzt. Lagen die Werte zwischen
0,67 und 1,5 wurde keine Deletion oder Duplikation konstatiert.
(A/B)x/(A/B)p < 0,67 - Deletion von Bp oder Duplikation von Ap
(A/B)x/(A/B)p> 1,5 > Deletion von Ap oder Duplikation von Bp
Ein Exon war erst dann sicher als deletiert anzusehen, wenn alle Verhéltnisse in denen das

Exon enthalten war, dieselbe Tendenz zur Deletion zeigten.

4.4.2. HPLC-Auswertung

In den folgenden Tabellen wurden die Quotienten aus den Exonverhéltnissen der Referenzper-
son (Exon A/Exon B)k und den Exonverhiltnissen der Patienten (Exon A/Exon B)p gebildet:
(A/B)x/(A/B)p
Der erste Teil jeder Tabelle zeigt die Werte der einzelnen Exonverhiltnisse fiir jeden Patienten.
Die Zeile ,,Referenz gibt fiir jedes Verhiltnis den Medianwert der Kontrollgruppe an. Im un-
teren Teil sind die Werte der Doppelverhiltnisbildung (Referenzwert/Patientenwert) aufge-
fiihrt. Die hervorgehobenen Zellen in diesem Tabellenbereich indizieren die Werte, die auller-
halb des definierten Normalbereichs lagen.
Aus labortechnischen Griinden konnten pro Multiplex-Ansatz nicht alle Patienten plus den not-
wendigen Kontrollen aus einem Mastermix bearbeitet werden. Fiir jede Zykluszahl wurden
daher pro Multiplex-Ansatz zwei Mastermixe erstellt. Jeder Mastermix ist fiir sich im folgen-
den in einer Tabelle dargestellt, da Patienten nur mit Kontrollen aus demselben Mastermix
verglichen werden diirfen. Fiir jeden Multiplex-Ansatz gibt es daher vier Tabellen, jeweils
zwei pro Zykluszahl.
Bei allen untersuchten DNAs handelt es sich um Proben aus Blut oder Tumorgewebe von Pati-

enten mit klinisch diagnostizierter FAP, bei denen mit herkommlichen Methoden keine Muta-
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tion gefunden werden konnte.

4.4.2.1. Multiplexansatz h57JDH
1. Ansatz nach 24 Zyklen

Exon Verhéltnisse

Patienten h5/7 h5/J h5/D h5/H 7 7/D 7H J/D J/H DH
Pat.A 0,81 1,18 1,22 1,60 1,45 1,50 1,97 1,03 1,36 1,31
Pat.B 0,57 1,11 0,93 1,21 1,94 1,62 2,13 0,84 1,10 1,31
Pat.C 0,65 1,39 1,08 1,46 2,15 1,67 2,25 0,78 1,05 1,35
Pat.D 1,50 2,58 2,63 3,35 1,72 1,75 2,24 1,02 1,30 1,28
Pat.E 1,56 2,21 2,75 4,05 1,42 1,77 2,59 1,24 1,83 1,47
Pat.F 0,75 1,19 1,24 1,94 1,59 1,66 2,59 1,04 1,63 1,56
Pat.G 0,88 1,23 1,34 1,80 1,40 1,53 2,05 1,09 1,46 1,34
Referenz-Wert 0,79 1,27 1,26 1,82 1,59 1,66 2,28 1,01 1,44 1,43

Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

Pat.A 0,97 1,08 1,03 1,13 1,09 1,11 1,16 0,98 1,06 1,09
Pat.B 1,36 1,14 1,34 1,48 0,83 1,03 1,08 1,20 1,31 1,10
Pat.C 1,22 0,91 1,16 1,24 0,74 0,99 1,01 1,30 1,37 1,06
Pat.D . . . . 092 [ 095 | 1,02 | 099 | 1,10 | 1,12
Pat.E 1,12 0,94 0,88 0,81 0,79 0,97
Pat.F 1,06 1,07 1,01 0,94 1,00 1,00 0,88 0,97 0,88 0,92
Pat.G 0,90 1,03 0,94 1,01 1,14 1,09 1,11 0,92 0,98 1,07

Die Werte der Pat. A, B, C, F und G zeigen keine Werte auBlerhalb des definierten Normbe-
reichs. Bei den Pat. D und E liegen die Werte fiir die Exonverhéltnisse h5/7, h5/J, h5/D und
h5/H unterhalb des unteren Grenzwertes von 0,67. Bei beiden Patienten sind die Exons 7, 15],

15D und 15H deletiert.

2. Ansatz nach 24 Zyklen

Exon Verhéltnisse

Patienten h5/7 h5/J h5/D | h5/H 7N 7/D 7/H J/D JH DH
Pat.H 0,34 1,33 1,45 1,62 3,87 4,24 4,73 1,09 1,22 1,12
Pat.l 0,31 0,92 1,26 1,46 2,93 4,01 4,65 1,37 1,59 1,16
Pat.K 0,33 0,59 0,59 0,83 1,77 1,78 2,50 1,00 1,41 1,41
Pat.L 0,33 0,59 0,59 0,79 1,82 1,81 2,42 1,00 1,33 1,33
Pat.M 0,32 0,60 0,64 0,90 1,86 1,99 2,79 1,07 1,50 1,40
Referenz-Wert 0,31 0,58 0,63 0,81 2,04 1,98 2,59 0,97 1,49 1,30

Werte nach doppelter Verhaltnisbildun

Pat.H 0,91 . . i 0,53 .i—. 089 | 1,22 [ 1,16
Pat.| 1,00 0,69 0,71 0,94 1,12
Pat.K 0,94 0,99 1,06 0,97 1,15 1,12 1,04 0,97 1,06 0,92
Pat.L 0,96 0,98 1,06 1,03 1,12 1,09 1,07 0,97 1,12 0,97
Pat.M 0,97 0,97 0,98 0,90 1,09 1,00 0,93 0,91 0,99 0,92

Alle Werte der Patienten K, L. und M liegen im Normbereich. Bei Pat. H sind die Werte fiir die
Exonrelationen h5/J, h5/D, h5/H, 7/J, 7/D und 7/H unterhalb des unteren Grenzwertes, die iib-
rigen Werte sind im Normbereich. Daher kann auf eine Deletion der Exons 15J, 15D und 15H
bei Pat. H geschlossen werden. Die Werte fiir Pat. I zeigen ebenfalls fiir h5/J, h5/D, hS5/H, 7/D
und 7/H Auffilligkeiten, allerdings nicht fiir 7/J. Hier sind die Exons 15D und 15H deletiert.

Wabhrscheinlich auch 15J, da 15J im Verhiltnis zur Kontrolle eine Deletion anzeigt und die
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Werte fiir die Verhiltnisse mit 15D und 15H im Normbereich liegen. Fiir eine eindeutige Dele-
tion miisste 7/J unterhalb des Grenzwertes liegen.

In der folgenden Graphik werden beide PCR-Ansitze zusammengefasst. Die schwarzen hori-
zontalen Balken stellen die Grenzwerte 1,5 und 0,67 des Normalbereiches dar. Deutlich ist die
Unterschreitung des unteren Grenzwertes bei den Pat. D, E und H zu sehen. Ebenso ist gut zu
erkennen, dass die Werte der Pat. A bei allen Verhiltnissen im Normbereich bleiben. Um die
Graphik iibersichtlich zu gestalten sind die Pat. B, C, F, G, K, L und M (keine Auffilligkeiten)

nicht dargestellt.

Abb. 28: Graphische Darstellung der

1,60 B Exondeletionen. Jedem Patienten ist
140 B ein spezifisches Symbol zugeordnet.
’ ] Die X-Achse zeigt die Exonverhilt-
] O nisse an. Deutlich ist die Unterschrei-
1.20 1 i Deutlich ist die U hrei
’ ] — PatA tung des unteren Grenzwertes bei den
1 ,OO E —e— PatD Pat. D, E und H zu sehen und damit
9 Deletion der Exons 7, 15], 15D und H
0180 E ——Pat.E bei Pat. D und E, sowie Deletion der
] Exons 15J, 15D und 15H bei Pat. H.
0’60 E &M’O\/ PatH Ebenso ist gut zu erkennen, dass die
0.40 1 Unt. Grenzwert Werte der Pat. A bei allen Verhiltnis-
’ 3 Ob. G sen im Normbereich bleiben
0,20 ] —_— . Grenzwert
0,00 1 T T T T T T T T T
2O I 200 I oI T
BB 5 BNRKRKSSA

1.Ansatz nach 30 Zyklen

Exon Verhaltnisse

Patienten h5/7 h5/J h5/D | h5H L) 7/D 7H J/D JH DH
Pat.A 1,72 1,48 2,96 3,30 0,86 1,72 1,91 2,00 2,22 1,11
Pat.B 1,53 1,51 2,91 3,22 0,98 1,90 2,10 1,93 2,13 1,11
Pat.C 1,53 1,59 3,06 3,35 1,04 2,00 2,19 1,93 2,11 1,09
Pat.D 3,61 3,57 9,21 9,89 0,99 2,55 2,74 2,58 2,77 1,07
Pat.E 3,15 3,01 6,83 7,34 0,95 2,17 2,33 2,27 2,44 1,08
Pat.F 1,50 1,51 2,75 3,75 1,01 1,83 2,50 1,82 2,49 1,36
Pat.G 1,81 1,75 3,02 4,12 0,97 1,66 2,27 1,72 2,35 1,36
Referenz-Wert 1,78 1,70 3,61 4,23 0,96 1,99 2,19 2,14 2,26 1,10

Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

1,15 1,22 1,28 1,11 1,16 1,15 1,07 1,02 0,99

Pat.A 1,04
Pat.B 1,16 1,13 1,24 1,31 0,97 1,05 1,04 1,11 1,06 1,00

]
5

1
Pat.C 1,16 1,07 1,18 1,26 0,92 1,00 1,00 1,11 1,07 1,01

Pat.D 0,97 0,78 0,80 0,83 0,82 1,03
Pat.E 1,00 0,92 0,94 0,94 0,93 1,03

Pat.F 1,19 1,13 1,31 1,13 0,95 1,08 0,88 1,17 0,91 0,81
Pat.G 0,98 0,97 1,20 1,03 0,99 1,20 0,97 1,24 0,96 0,81

Nach 30 Zyklen zeigt sich das gleiche Bild wie nach 24 Zyklen. Die Werte fiir h5/7, h5/J, h5/D
und h5/H sind bei den Pat. D und E vermindert, d.h. dass auch hier bei diesen Patienten eine
Deletion der Exons 7, 15D, 15J und 15H zu sehen ist. Die iibrigen Verhiltnisse wie auch die

Werte der anderen Patienten liegen im Normbereich.
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2. Ansatz nach 30 Zyklen
Exon Verhéltnisse
Patienten H5/7 h5/J H5/D h5/H N 7/D 7H J/D JH D/H
Pat.H 2,12 3,48 8,90 11,53 1,65 4,20 5,45 2,56 3,31 1,30
Pat.| 2,53 3,66 11,24 | 14,25 1,45 4,45 5,64 3,07 3,89 1,27
Pat.K 2,11 1,57 3,22 4,59 0,74 1,52 2,17 2,05 2,93 1,43
Pat.L 2,07 1,49 3,16 4,73 0,72 1,52 2,28 2,11 3,17 1,50
Pat.M 1,96 1,55 3,18 5,08 0,79 1,62 2,59 2,05 3,28 1,60
Referenz-Wert 2,29 1,62 3,49 5,23 0,79 1,62 2,35 2,19 3,24 1,48
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.H 1,08 . i . 0,86 | 098 | 1,14
Pat.l 0,91 0,71 0,83 1,17
Pat.K 1,08 1,03 1,09 1,14 1,07 1,07 1,08 1,07 1,11 1,04
Pat.L 1,10 1,08 1,11 1,10 1,10 1,06 1,03 1,04 1,02 0,99
Pat.M 1,17 1,05 1,10 1,03 1,00 1,00 0,91 1,07 0,99 0,93

Eine Deletion der Exons 15J, 15D und 15H bei den Pat.H und I wird durch herabgesetzte Wer-
te der Exonrelationen h5/J, hS/D und h5/H wiedergespiegelt. Die Pat. K, L und M zeigen kei-

nen Hinweis auf eine Deletion.

1,60 -
1,40 -
120 1 ——Pat.A
1.00 E ’ '~ | |—e—PatD
0580 ] \ /W' ——PatE
0.60 3 —o— Pat.H
) Kﬁ;ﬁ\ // —— Unt. Grenzwert
0,40 3 —— Ob. Grenzwert
0,20 -
0,00 = T T T T T T T T
N2 a0 I 2o I oI
29 5B N~NRKRRKS SA
4.4.2.2. Multiplexansatz 45h1914

1. Ansatz nach 22 Zyklen

Abb. 29: Die Graphik zeigt die Werte
der auftilligen Pat. D, E und H und
des unauffilligen Pat. A nach 30 Zy-
klen. Deutlich ist fiir die Pat. D, E und
H eine Unterschreitung des unteren
Grenzwertes zu erkennen und damit
Deletion der Exons 7, 15J, D und H
bei Pat. D und E, sowie Deletion der
Exons 15J, D und H bei Pat. H. Pat. A
bleibt fiir alle Exonrelationen im
Normbereich. Die X-Achse zeigt die
Exonverhiltnisse an.

Exon Verhéltnisse
Patienten 4/5 4/h19 4/14 5/h19 5114 h19/14
Pat.A 2,45 2,12 3,32 0,86 1,35 1,57
Pat.B 1,26 1,03 1,67 0,82 1,32 1,61
Pat.C 1,73 1,47 1,56 0,85 0,90 1,06
Pat.D 2,24 0,79 1,87 0,35 0,84 2,38
Pat.E 2,03 0,71 1,75 0,35 0,86 2,45
Pat.F 1,74 1,45 2,18 0,84 1,26 1,50
Pat.G 2,17 1,44 3,88 0,67 1,79 2,69
Referenz-Wert 1,74 1,45 1,91 0,84 1,15 1,47
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.A 0,80 0,72 0,68 0,97 0,85 0,89
Pat.B 1,38 1,40 1,15 1,02 0,87 0,91
Pat.C 1,01 0,99 1,23 0,99 1,28 1,39
Pat.D 0,78 1,02 1,38
Pat.E 0,86 1,09 1,33
Pat.F 1,00 1,00 0,87 1,01 0,92 0,98
Pat.G 0,80 1,00 1,26




Ergebnisse

56

Bei den Pat. D und E liegen die Werte fiir 4/h19 und 5/h19 iiber dem oberen Grenzwert und der

Wert fiir h19/14 ist erniedrigt. Diese Kombination zeigt eine Deletion der Exons 4, 5 und 14
an. Im Gegensatz dazu sind bei Pat. G die Werte fiir 4/14, 5/14 und h19/14 erniedrigt, d.h. dass

von einer Deletion von Exon 14 auszugehen ist. Die Pat. A, B, C und F zeigen keine auffilli-

gen Werte.

2. Ansatz nach 22 Zyklen

Exon Verhéltnisse

Patienten 4/5 4/h19 4/14 5/h19 5/14 h19/14

Pat.H 1,03 2,35 2,18 2,27 2,11 0,93

Pat. 0,91 2,56 1,86 2,79 2,03 0,73

Pat.K 0,95 5,76 0,74 6,06 0,78 0,13

Pat.L 0,85 2,12 0,64 2,47 0,75 0,30

Pat.M 0,95 2,72 0,80 2,87 0,84 0,29

Pat.E 0,96 1,14 0,86 1,20 0,89 0,75

Referenz-Werte 0,98 2,32 0,80 2,33 0,81 0,34
Werte nach doppelter Verhéltnisbildung

Pat.H 0,95 0,99 1,03 .

Pat. 1,07 0,91 0,83

Pat.K 1,03 0,40 1,08 0,38 1,04

Pat.L 1,15 1,10 1,24 0,94 1,08 1,13

Pat.M 1,04 0,85 1,00 0,81 0,96 1,17

Pat.E 1,03 0,93 0,90

Es zeigt sich eine Erniedrigung der Werte fiir 4/14, 5/14 und h19/14 bei den Pat. H und I, die

eine Deletion von Exon 14 anzeigen. Eine Wiederholung von Pat. E zeigt dasselbe Ergebnis

wie im ersten Ansatz. Eine Deletion der Exons 4, 5 und 14. Bei Pat. K zeigen 4/h19 und 5/h19

erniedrigte Werte; h19/14 einen erhohten. Entweder liegt hier ein Duplikation der Exons 4, 5

und 14 vor oder das Kontrollexon h19 ist deletiert. Die iibrigen Werte liegen im Normbereich.

3,00
2,50
A —— Pat.E
2,00 A —+—Pat.F
150 /\ / —=— Pat.l
’ —— Pat.K
1,00 § a + X + —— Unt. Grenzwert
P o —— Ob. Grenzwert
0,50 AV N LV ———
0,00
0 o < o < <
< = Ay = = =
= <t = Te) (o)
< 7o) E

Abb. 30: Dargestellt sind die auffil-
ligen Patienten (Pat. E, I und K),
sowie Pat.F mit als unauffilli-gen
Werten zum Vergleich. Eine Deleti-
on der Exons 4, 5 und 14 bei Pat. E
ist durch die ausserhalb des Norm-
bereichs liegenden Werte (4/h19,
5/h19 und h19/14) erkenn-bar. Die
Deletion von Exon 14 bei Pat. I wird
durch die Werte von 4/14, 4/14,
h19/14 ausserhalb des Normbe-
reichs veranschaulicht. Pat. K lduft
gegensitzlich zu der Kurve von Pat.
E. Daher liegt der Schluss auf eine
Deletion des Kontrollexons h19
bzw. Duplikation der Exons 4, 5 und
14 nahe. Die X-Achse zeigt die
Exonverhiltnisse an.



Ergebnisse

1. Ansatz nach 30 Zyklen

Exon Verhaltnisse

Patienten 4/5 4/h19 4/14 5/h19 5/14 h19/14
Pat.A 4,70 1,20 5,12 0,26 1,09 4,26
Pat.B 4,78 1,67 6,32 0,35 1,32 3,78
Pat.C 3,98 1,44 5,50 0,36 1,38 3,82
Pat.D 3,98 0,70 4,51 0,18 1,13 6,47
Pat.E 3,13 0,56 3,21 0,18 1,03 5,75
Pat.F 4,23 1,36 4,23 0,32 1,00 3,11
Pat.G 3,94 1,07 7,33 0,27 1,86 6,87
Referenz-Wert 4,41 1,37 472 0,32 1,19 3,44
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.A 0,94 1,14 0,92 1,25 1,09 0,81
Pat.B 0,92 0,82 0,75 0,91 0,90 0,91
Pat.C 1,11 0,95 0,86 0,88 0,86 0,90
Pat.D 1,11 . 1,05 . 1,05 .
Pat.E 1,41 1,47 1,16
Pat.F 1,04 1,01 1,12 1,00 1,19 1,10
Pat.G 1,12 1,28 0,64 1,18

Die Werte fiir 4/h19 und 5/h19 sind auch nach 30 Zyklen bei den Pat. D und E erhoht, sowie
fiir h19/14 erniedrigt. Es liegt daher eine Deletion der Exons 4, 5 und 14 vor. Bei Pat. G ist
Exon 14 deletiert, angezeigt durch die erniedrigten Werte von 4/14, 5/14 und h19/1. Norm-
werte fiir die Pat. A, B, C und F.

2. Ansatz nach 30 Zyklen

Exon Verhéltnisse

Patienten 4/5 4/h19 4/14 5/h19 514 h19/14

Pat.H 2,51 1,03 5,65 0,41 2,26 5,48

Pat.I 2,60 1,07 8,92 0,41 3,43 8,37

Pat.K 2,38 2,05 2,40 0,86 1,01 1,17

Pat.L 2,87 0,97 2,63 0,34 0,92 2,71

Pat.M 2,87 1,10 2,76 0,38 0,96 2,50

Referenz-Wert 2,87 1,10 2,63 0,40 0,96 2,50
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

Pat.H , 1,07 0,98 .

Pat.| 1 1,04 0,99

Pat.K , 0,54 1,10 0,47 0,95

Pat.L , 1,14 1,00 1,19 1,04 0,92

Pat.M , 1,00 0,96 1,05 1,00 1,00

Eine Erniedrigung der Werte fiir 4/14, 5/14 und h19/14 bei den Pat. H und I definieren eine
Deletion von Exon 14. Pat. K zeigt das gleiche Muster wie nach 22 Zyklen. 4/h19 und 5/h19
zeigten erniedrigte Werte; h19/14 erhohte. Entweder liegt hier ein Duplikation der Exons 4, 5
und 14 vor oder h19 als Kontrollexon ist deletiert. Die Werte der Pat. L und M liegen im

Normbereich.
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2,50

2,00 A

1,50 - 5@ )
1,00 +— ] %
N

—e—Pat.D
—+—Pat.F

—=— Pat.|
—x—PatK

—— Unt. Grenzwert

Abb. 31: Die Graphik zeigt die
auffilligen Pat. D, I und K. Die
Deletion der Exons 4, 5 und 14 bei
Pat. D ist durch die ausserhalb des
Normbereichs  liegenden  Werte
(4/h19, 5/h19 und h19/14) erkenn-
bar. Die Deletion von Exon 14 bei
Pat. I wird durch die Werte von
4/14, 4/14, h19/14 ausserhalb des
Normbereichs veranschaulicht. Pat.
K lauft gegensitzlich zu der Kurve
von Pat. D. Daher liegt der Schluss

0,50 v \/ N\ e — Ob. Grenzwert auf eine Deletion des Kontrollexons
h19 nahe. Pat.F ist in allen Verhilt-
0,00 nissen innerhalb der Gren-zen. Die
o) fe)) < fe)) < < X-Achse zeigt die Exon-verhiltnisse
< E hay - hagy g an.
s Y 5 v 2
o
4.4.2.3. Multiplexansatz 11h1ALI
1. Ansatz nach 22 Zyklen
[Exon Verhiiltnisse
Patienten 11/h1 11/A 11/L 11/1 h1/A h1/L h1/1 A/L A/l L/
Pat.A 0,50 0,84 0,59 0,45 1,67 1,17 0,89 0,70 0,53 0,76
Pat.B 0,41 0,80 0,49 0,39 1,94 1,20 0,95 0,62 0,49 0,79
Pat.C 0,34 0,97 0,40 0,38 2,83 1,15 1,10 0,41 0,39 0,95
Pat.D 0,30 0,97 0,85 0,65 3,24 2,84 2,17 0,88 0,67 0,76
Pat.E 0,37 1,13 1,00 0,67 3,05 2,69 1,80 0,88 0,59 0,67
Pat.F 0,53 0,84 0,65 0,53 1,60 1,23 1,01 0,77 0,63 0,82
Pat.G 0,52 0,94 0,79 0,52 1,81 1,53 1,00 0,84 0,55 0,65
Referenz-Wert 0,54 0,93 0,67 0,55 1,73 1,28 1,02 0,77 0,59 0,71
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.A 1,17 1,25 1,36 1,04 1,31 1,17 1,24 1,09 0,87
Pat.B 1,27 1,18 1,44 0,91 1,29 1,14 1,40 1,22 0,86
Pat.C 1,08 0,84 1,33 1,11 0,76 1,25 1,03 - 1,31 0,80
Pat.D 1,09 | 1,05 | 094 . 099 | 087 | 086
Pat.E 0,93 0,89 0,91 0,98 0,98 0,99
Pat.F 1,12 1,25 1,37 1,15 1,09 1,24 1,03 1,13 0,92 0,81
Pat.G 1,14 1,12 1,12 1,17 0,96 1,00 1,04 1,03 1,05 1,01

Bei Pat. D und E sind die Werte fiir 11/h1 erhoht, fiir h1/A, h1/L und h1/I erniedrigt. Daraus
ergibt sich eine Deletion der Exons 11, 15A, 15L und 15I. Pat. Die erhohten Werte fiir 11/L bei

den Pat. A und B, sowie der erhthte Wert von A/I von Pat. C haben als alleinigen auffilligen

Wert hinsichtlich einer Deletion keine Aussagekraft. Alle iibrigen Werte liegen im Norm-

bereich.
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2. Ansatz nach 22 Zyklen

Exon Verhaltnisse

Patienten 1/ | 1WA | 1L | 11/ | h/A | hi/L | h1/I | AL AN L/
Pat.H 017 | 065 | 0,32 | 028 | 380 | 1,89 | 1,64 | 050 | 043 | 0,87
Pat.| 0,34 | 1,35 | 0,79 | 061 | 400 | 234 | 181 | 059 | 045 | 0,77
Pat.K 027 | 053 | 036 | 031 | 1,97 | 1,3¢ | 1,14 | 068 | 0,58 | 0,85
Pat.L 030 | 0,62 | 0,40 | 0,33 | 2,07 | 1,34 | 1,09 | 065 | 053 | 0,81
Pat.M 0,38 | 054 | 043 | 0536 | 143 | 1,13 | 0,95 [ 0,79 | 0,66 | 0,84
Referenz-Wert 0,38 | 062 | 052 | 037 | 161 | 1,37 | 1,14 | 068 | 0,62 | 0,81

Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

Pat.H Ba7 | 1,11 073 [ 0,73 | W65 | 1,43 | 097
Pat.| 1,13 | 048 058 | 068 | 147 | 1,37 | 1,05
Pat.K 142 | 1,18 | 145 [ 121 | 0,82 | 1,02 | 1,00 [ 1,26 | 1,07 | 095
Pat.L 1,26 | 099 | 129 [ 1,13 | 0,78 | 1,02 05 | 1,33 | 1,18 [ 1,00
Pat.M 1,00 | 1,14 | 121 | 1,08 | 1,13 | 1,21 1,09 | 0,94 | 0,97

Bei Pat. I liegt eine Deletion der Exons 15A, 15L und 151 vor, angezeigt durch die erniedrigten
Werte von 11/A, 11/L, 11/1, h1/A, h1/L und h1/I. Die Kombination der aus dem Normbereich
fallenden Werte (11/h1, 11/L, 11/, h1/A und A/L) fiir Pat. H gibt kein eindeutiges Bild fiir

eine Deletion. Moglicherweise sind die Exons 11 und 15A deletiert, allerdings spricht der

Normalwert von A/l dagegen. Die Werte der Pat. K, L und M liegen alle innerhalb der Grenz-

werte.
2,00 *
] ——Pat.E
1,50 —+—Pat.F
] —=— Pat.|
1,00 1 —— Unt. Grenzwert
0,50 —— Ob. Grenzwert
000 -+

11/h1
11/A
11/L
11/1
h1/A

h1/L

h1/l
A/L

Al

L/

Abb. 32: Die Graphik stellt die Werte
der Pat. E, F und I dar. Die Pat. E und
I zeigen Werte ausserhalb der Norm.
Bei Pat. E sprechen die erhohten
Werte fiir 11/h1, und die erniedrigten
fiir h1/A, h1/L und h1/I fiir eine De-
letion der Exons 11, 15A, 15L und
151. Bei Pat. I liegt eine Deletion der
Exons A, 15L und 15I vor, angezeigt
durch die erniedrigten Werte von
11/A, 11/L, 11/1, h1/A, h1/L und h1/1.
Alle Werte von Pat. F liegen im
Normbereich. Die X-Achse zeigt die
Exonverhiltnisse an
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1. Ansatz nach 28 Zyklen

Exon Verhaltnisse

Patienten 11/h1 | 11/A 11/L 11/1 h1/A h1/L h1/l AL Al L/
Pat.A 2,02 3,85 7,50 4,53 1,91 3,72 2,24 1,95 1,17 0,60
Pat.B 1,76 3,09 5,21 3,28 1,75 2,96 1,86 1,69 1,06 0,63
Pat.C 1,66 3,13 4,40 2,96 1,89 2,65 1,78 1,40 0,94 0,67
Pat.D 1,50 4,38 7,25 4,90 2,91 4,83 3,26 1,66 1,12 0,68
Pat.E 1,31 2,79 4,11 2,78 2,13 3,15 2,13 1,48 1,00 0,67
Pat.F 2,48 4,19 7,45 5,03 1,69 3,01 2,03 1,78 1,20 0,68
Pat.G 1,66 3,67 7,17 4,28 2,21 4,33 2,58 1,95 1,17 0,60
Referenz-Wert 2,17 3,55 6,05 3,81 1,64 2,49 1,65 1,67 1,07 0,66

Werte nach doppelter Verhéltnisbildung

Pat.A 1,08 [ 092 | 081 [ 084 | 08 [ 067 | 073 | 086 | 091 [ 1,10
Pat.B 123 | 1,15 | 1,16 | 1,16 | 094 | 084 | 089 099 | 1,01 | 1,05
Pat.C 1,31 [ 1,13 | 1,38 | 1,29 | 087 [ 094 | 092 1,19 | 1,13 | 0,99
Pat.D 144 | 081 | 0,83 | 078 | 056 | 052 | @58 | 1.01 | 09 | 0,98
Pat.E 66 | 127 | 147 | 137 | 077 | 079 | 077 1,13 | 107 | 098
Pat.F 088 | 085 | 081 | 076 | 097 [ 083 | 081 094 | 089 | 098
Pat.G 1,31 | 097 | 084 | 089 | 074 | [5% | 064 085 | 092 | 1,11

Die aus dem Normbereich fallenden Werte der Pat. D, E und G ergeben in der vorliegenden
Kombination kein einheitliches Bild fiir eine Deletion. Die erniedrigten Werte fiir h1/A, h1/L
und h1/I bei Pat. D deuten eine Deletion der Exons 15A, 15L und 151 an. Gegen eine solche
Deletion sprechen die Normalwerte fiir 11/A, 11/L und 11/I. Wahrscheinlicher ist eine zusétzli-
che Deletion von Exon 11 auch wenn 11/h1 einen Normwert anzeigt. Ahnliches gilt fiir Pat. G.
Eine Deletion der Exons 15L und 151 ist durch die erniedrigten Werte von h1/L und h1/I ange-
zeigt. Da aber alle anderen Werte normal sind, ist davon nicht auszugehen. Der einzelne patho-
logische Wert von Pat. E (11/h1) gibt bei sonst unauffilligen Werten allenfalls einen Hinweis

auf ein deletiertes Exon 11. Die Werte der Pat. A, B, C und F liegen alle im Normbereich.

2. Ansatz nach 28 Zyklen

Exon Verhéltnisse

Patienten 11/h1 11/A 11/L 11/1 h1/A | hi1/L h1/l A/L Al L/
Pat.H 1,73 3,46 4,77 3,49 2,00 2,76 2,01 1,38 1,01 0,73
Pat.| 224 | 10,63 | 19,98 | 12,66 | 4,74 | 8,90 5,64 1,88 1,19 0,63
Pat.K 1,72 3,13 4,85 3,31 1,82 | 2,82 1,92 1,55 1,06 0,68
Pat.L 2,22 4,14 | 11,01 6,11 1,87 | 4,97 2,75 2,66 1,47 0,55
Pat.M 1,95 3,33 5,71 3,87 | 1,71 2,94 1,99 1,72 1,17 0,68
Referenz-Wert 2,07 3,83 7,43 4,73 | 1,67 | 2,95 1,85 1,94 1,24 0,64

Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

Pat.H 1,19 1,10 1,36 0,83 1,07 0,92 1,41 1,23 0,87
Pat.| 092 | D38 037 085 | 088 | 83 | 1,03 | 1,04 | 1,01
Pat.K 1,14 1,18 1,43 1,33 | 0,93 | 1,03 0,94 1,22 1,13 0,93
Pat.L 0,96 0,94 0,68 0,79 | 0,88 0,67 0,72 0,84 1,16
Pat.M 1,06 1,15 1,30 1,22 | 0,98 | 1,00 0,93 1,13 1,06 0,94

Pat. I zeigt mit der Erniedrigung der Werte 11/A, 11/L, 11/1, h1/A, h1/L und h1/I eine Deletion
der Exons 15A, 15L und 151. Der einzeln erhohte Wert fiir 11/L der Pat. H indiziert zwar eine
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Deletion von Exon 11, dies ist aber bei sonst unauffilligen Werten unwahrscheinlich. Eine

Deletion der Exons 15L und 151 ist bei Pat. L nicht anzunehmen, da nur h1/L und h1/I ausser-
halb der Norm liegen, nicht aber 11/I, 11/L, A/L und A/I. Die Pat. K und M zeigen Normwerte.

Abb. 33: Die Graphik stellt die Werte
2.00 der Pat. E, I und L dar. Alle drei Kurven
’ 7 verlassen den Normbereich. Die X-
] Achse zeigt die Exonverhiltnisse an.
B A\ Allerdings ist nur Bei Pat. I eine Dele-
1,50 1 ——PatE tion der Exons 15A, 15L und 151 nach-
B zuvollziehen durch erniedrigte Werte
1 —=—Pat| von 11/A, 11/L, 11/, h1/A, h1/L und
1,00 —o— Pat.L h1/I. Die pathologischen Werte von Pat.
7 E und L ergeben keine eindeutige Dele-
] —— Unt. Grenzwert tion.
050 o —— Ob. Grenzwert
0,00 +——— : —
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4.4.2.4. Multiplexansatz 2Mh1T
1. Ansatz nach Zyklus 22
Exon Verhéltnisse
Patienten 2/M 2/h1 2/T M/h1 M/T h1/T
Pat.A 1,29 1,49 1,91 1,15 1,48 1,28
Pat.B 1,37 1,56 2,14 1,14 1,56 1,37
Pat.C 1,26 1,34 1,91 1,07 1,52 1,42
Pat.D 1,08 0,74 1,76 0,69 1,62 2,37
Pat.E 1,22 0,84 1,99 0,68 1,63 2,38
Pat.F 1,21 1,27 1,99 1,05 1,64 1,57
Pat.G 0,58 0,86 0,80 1,48 1,37 0,93
Pat.M 1,23 1,60 2,06 1,30 1,68 1,29
Referenz-Wert 1,25 1,37 2,07 1,03 1,57 1,48
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.A 0,97 0,92 1,08 0,89 1,06 1,15
Pat.B 0,91 0,88 0,97 0,90 1,01 1,08
Pat.C 0,99 1,02 1,09 0,96 1,04 1,04
Pat.D 1,15 1,18 0,97
Pat.E 1,02 1,04 0,96
Pat.F 1,03 1,08 1,04 0,98 0,96 0,94
Pat.G 0,71 1,20 1,43
Pat.M 1,02 0,85 1,00 0,79 0,94 1,15

Eine Deletion der Exons 2, 15M und 15T ist bei den Pat. D und E festzustellen. Beide zeigen
erhohte Werte fiir 2/h1 und M/h1, sowie erniedrigte fiir h1/T. Die bei Pat. G erhdhten Werte
fiir 2/M, 2/h1, 2/T und h1/T definieren eine Deletion des Exon 2. Die Werte der Pat. A, B, C, F

und liegen im Normbereich.
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2. Ansatz nach Zyklus 22

Exon Verhaltnisse

Patienten 2/M 2/h1 2/T M/h1 M/T h1/T
Pat.H 2,80 2,79 412 1,00 1,47 1,48
Pat. 2,81 1,58 3,38 0,56 1,20 2,14
Pat.K 1,25 1,64 1,78 1,31 1,42 1,08
Pat.L 1,24 1,57 1,77 1,26 1,42 1,12
Referenz-Wert 1,24 1,68 1,77 1,26 1,42 1,12

Werte nach doppelter Verhaltnisbildung

Pat.H . 0,71 1,32 0,94 .
Pat.| 1,06 1,18

Pat.K 0,99 1,02 1,00 0,96 1,00 0,91
Pat.L 1,00 1,07 1,00 1,00 1,00 0,88

Hier liegt eine Deletion der Exons 15M und 15T bei Pat. I vor, angezeigt durch erniedrigte

Werte von 2/M, 2/T und h1/T sowie die Erhéhung von M/h1. Die Kombination der erniedrig-

ten Werte von 2/M, 2/T und h1/T bei Pat. H deutet auch auf eine Deletion der Exons 15M und

15T hin. Allerdings fehlt fiir eine unstrittige Deletion ein pathologischer Wert fiir M/h1. Die

Pat. K und L zeigen Normwerte.

Abb. 34: Angezeigt werden die Werte der
Pat. E, F und I. Gut zu erkennen ist neben

. den aus dem Normbereich fallenden Wer-
2,50 ten der Pat. E und I die im Normbereich
] sich befindende Linie von Pat. F. Eine De-
2,00 A A —+—PatE letion der Exons 2, 15M und 15T ist bei
1 —+—PatF Pat. E festzustellen (erhohte Werte fiir 2/h1
150 1 Al " und M/h1, sowie erniedrigte fiir h1/T). Pat.
’ ] —=—Pat.| I zeigt eine Deletion der Exons 15M und T
1001 +——AT—+ n . —— Unt. Grenzwert durch erniedrigte Werte von 2/M, 2/T und
’ 1 h1/T an. Die X-Achse zeigt die Exonver-
0.50 ] e <7 g —— Ob. Grenzwert hiltnisse an.
0,00 -
b = = =
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1. Ansatz nach 28 Zyklen
Exon Verhéltnisse
Patienten 2/M 2/h1 2/T M/h1 M/T h1/T
Pat.A 0,23 0,47 0,50 2,07 2,20 1,06
Pat.B 0,31 0,67 0,68 2,18 2,22 1,02
Pat.C 0,32 0,64 0,69 1,98 2,14 1,08
Pat.D 0,28 0,35 0,60 1,26 2,14 1,71
Pat.E 0,20 0,23 0,45 1,16 2,29 1,98
Pat.F 0,26 0,53 0,60 2,05 2,34 1,14
Pat.G 0,18 0,38 0,38 2,12 2,11 1,00
Referenz-Wert 0,26 0,52 0,55 2,21 2,15 1,06
Werte nach doppelter Verhaltnisbildung
Pat.A 1,14 1,11 1,11 1,07 0,98 1,00
Pat.B 0,84 0,77 0,81 1,01 0,97 1,05
Pat.C 0,81 0,82 0,80 1,12 1,00 0,98
Pat.D 0,99 0,97 0,99
Pat.E 1,32 1,23 0,94
Pat.F 1,01 0,99 0,92 1,08 0,92 0,93
Pat.G 1,44 1,36 1,45 1,04 1,02 1,07
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Bei Pat. D und E liegt eine Deletion der Exons 2, 15M und 15T vor (2/h1 und M/h1 erhoht,

sowie h1/T erniedrigt). Die librigen Werte liegen im Normbereich.

2. Ansatz nach 28 Zyklen

Exon Verhaltnisse

Patienten 2/M 2/h1 2/T M/h1 M/T h1/T
Pat.H 0,81 1,14 1,76 1,41 2,18 1,55
Pat. 0,64 0,74 1,46 1,15 2,29 1,99
Pat.K 0,33 0,66 0,68 2,00 2,06 1,03
Pat.L 0,32 0,64 0,72 2,00 2,24 1,12
Pat.M 0,29 0,65 0,67 2,21 2,26 1,02
Referenz-Wert 0,36 0,74 0,76 2,30 2,15 0,86

Werte nach doppelter Verhaltnisbildun

Pat.H . 0,68 i 0,98 .
Pat. 1,01 0,94

Pat.K 1,08 1,13 1,13 1,15 1,04 0,83
Pat.L 1,11 1,16 1,07 1,15 0,96 0,77
Pat.M 1,21 1,14 1,15 1,04 0,95 0,84

Die Kombination der erhthten (M/h1) und erniedrigten (2/M, 2/h1, 2/T, h1/T) Werte fiir die
Pat. H und I ergeben eine Deletion der Exons 15M und 15T. Die Werte der Pat. K, L. und M

liegen im Normbereich.

A
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1,50 / \
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2\
\

——Pat.E
—+—Pat.F
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—— Unt. Grenzwert
——Ob. Grenzwert

1,00 1 +——m .
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4.4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Abb. 35: Dargestellt sind die Werte der
Pat. E, F und 1. Die Kurven der Pat. E
und I zeigen durch das Verlassen des
Normbereiches Deletionen an. Eine De-
letion der Exons 2, 15M und 15T ist bei
Pat. E festzustellen (erhohte Werte fiir
2/h1 und M/hl1, sowie erniedrigte fiir
h1/T). Pat. 1 zeigt eine Deletion der
Exons 15M und T durch erniedrigte
Werte von 2/M, 2/T und h1/T an. Die X-
Achse zeigt die Exonverhiltnisse an.

Die folgenden Tabellen zeigen zusammengefasst die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse.

Fiir jeden Patienten wurde fiir jeweils den frithen und spiten Zyklus die Deletionen der einzel-

nen Exons eingetragen. Bei nicht eindeutigen Deletionen wurde ein Fragezeichen eingetragen.

In Zusammenschau der vier Multiplex-Anséitze konnten die zusammenhéngenden Deletionen

iiber das ganze Gen erkannt werden (letzte Spalte der Tabelle).
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Frither Zyklus (22 bzw. 24)
Exons 2 4 5 7 11 14 | 15A | 15D | 15H | 151 | 15J | 15L | 15M | 15T | Deletionen
Patienten
Pat.A ? 0.B.
Pat.B ? 0.B.
Pat.C ? 0.B.
Pat.D delAPC
Pat.E delAPC
Pat.F 0.B.
Pat.G Del. . del2/14
Pat.H ? ? Del! |Dell Del! Del? | Bel? | del14/15?
Pat.| Dell |Dell [Dell [Dell (D& [? [D& [Deli |Dell |del14/15
Pat.K Dupl. | Dupl. Dupl. Dupl.4-14?
Pat.L 0.B.
Pat.M 0.B.
Tab. 7: Zusammenfassung der Ergebnisse nach 22 bzw. 24 Zyklen
Spiter Zyklus (28 bzw. 30)
Exons 2 4 5 7 11 14 15A |15D |15H | 151 |15J |15L |15M | 15T | Deletionen
Patienten
Pat.A 0.B.
Pat.B 0.B.
Pat.C 0.B.
Pat.D ? | Beig | | DE? | | Del | delAPC
Pat.E ? delAPC?
Pat.F 0.B.
Pat.G ? ? del14
Pat.H ? del14/15?
Pat.| | Bel | | Dal | | Ball | del14/15
Pat.K Dupl. | Dupl. Dupl. Dupl.4-14?
Pat.L ? ? 0.B.
Pat.M 0.B.

Tab. 8: Zusammenfassung der Ergebnisse nach 28 bzw. 30 Zyklen



5. Diskussion

Die autosomal-dominant vererbte familidre adenomatdse Polyposis (FAP) umfasst ca. 1% aller
kolorektalen Karzinomerkrankungen mit einer Haufigkeit von ca. 1:8.000 in unserer Bevolke-
rung. Bei ca. 75% der betroffenen Familien lésst sich eine positive Familienanamnese erheben;
die iibrigen Erkrankungsfille werden durch neu aufgetretene genetische Veridnderungen (Neu-
mutationen) verursacht.

Mit den heute verfiigbaren Methoden kann bei etwa 70-80% der Betroffenen, in denen auf-
grund genealogischer und klinischer Kriterien FAP eindeutig vorliegt, die zu Grunde liegende
Mutation im APC-Gen gefunden werden. Als Ursache fiir die Erkrankung der restlichen 20-
30% bestehen mehrere Moglichkeiten. Zum einen konnten Steuerungselemente des APC-Gens
oder auch andere Gene mutiert sein, deren Produkte mit demjenigen des APC-Gens im Wnt-
Signaltransduktionsweg zusammenwirken, zum anderen konnte es an der Methodik mangeln
die genetischen Verinderung im APC-Gen aufzuspiiren. Ublicherweise werden bei den bisher
angewandten Methoden zur Erfassung von Veridnderungen in einem Gen zwar Punktmutatio-
nen und kleine Deletionen erkannt, nicht aber Deletionen ganzer Exons. Aber gerade bei gro-
Ben Genen (z.B. Dystrophin-Gen) kommt es hdufig zu Deletionen ganzer Exons (Yau et al.,
1996). Durch monoallelische Mutationsanalyse (MAMA) konnte bei sieben von neun FAP-
Patienten, bei denen mit der herkommlichen Methodik keine Mutation gefunden wurde, eine
reduzierte Expression eines Allels nachgewiesen werden(Laken et al., 1999). Dies legt den
Schluss nahe, dass es Veridnderungen des APC-Gens geben muss, die bisher noch nicht erkannt
werden konnten. In der Literatur wurde bisher wenig iiber genomische Rearrangements oder
Exondeletionen verdffentlicht (s. Tab. 13). Die Identifizierung von genomischen Verédnderun-
gen bei 4 von 30 FAP-Familien (Su et al., 2000) ldsst aber vermuten, dass Rearrangements im
APC-Gen nicht selten sind.

Aus diesen Uberlegungen entstand das Projekt, ein Deletionsscreening fiir ganze Exons am

APC-Gen zu etablieren.

5.1. Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCR ist eine Variante der normalen (Uniplex-)PCR, bei der zwei oder mehr

Zielsequenzen durch mehr als ein Primerpaar amplifiziert werden. Sie wurde seit ihrer Erst-
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beschreibung 1988 (Chamberlain et al., 1988) erfolgreich in vielen Bereichen — Analyse von
Gendeletionen, Mutationen, Polymorphismen (Rithidech et al., 1997), (Shuber et al., 1993),
quantitativer Analyse (Zimmermann et al., 1996) und RT-PCR (Crisan, 1994) — eingesetzt.
Auch auf dem weiten Feld der infektiosen Erkrankungen hat sich die Multiplex-PCR als wert-
voll bei der Identifikation von Viren (Markoulatos et al., 1999), Bakterien (Hendolin et al.,
1997) und Parasiten (Harris et al., 1998) erwiesen.

Die Optimierung der Multiplex-PCR wirft verschiedene Schwierigkeiten auf, z. B. schlechte
Sensitivitit und Spezifitit oder priaferentielle Amplifikation einer Zielsequenz.

Bei der Zusammenstellung der in dieser Arbeit benutzten Multiplex-Ansitze wurde zunéchst
auf die Linge der zu amplifizierenden Produkte und die Amplifikationsbedingungen der ein-
zelnen Primer geachtet. Die Lingen der Amplifikate mussten sich soweit unterscheiden, dass
sie in der HPLC-Analyse als zwei getrennte Signale erschienen (Minimum 40-50bp).

Spezielle Aufmerksamkeit wurde auf das Design der Primer gerichtet. Idealerweise sollten alle
Primerpaare in einer Multiplex-PCR in etwa dieselbe Effizienz bei der Amplifikation zeigen.
Das wurde durch Primer erreicht, die dhnliche optimale Amplifikationstemperaturen (Primer-
linge 18-28bp, GC-Gehalt 45-60%) und untereinander keine Homologien aufwiesen (Brownie
et al., 1997), (Henegariu et al., 1997).

Priferentielle Amplifikation einer Zielsequenz zu den anderen Amplifikaten in einer Multi-
plex-PCR ist ein bekanntes Phanomen. Dafiir gibt es mehrere Griinde — z. B. die Beschaffen-
heit der Sequenz an sich, die flankierenden Sequenzen oder die Bindungsfihigkeit der Primer.
Bei diesem Prozess hat die am besten amplifizierte Sequenz eine negative Wirkung auf die
Amplifikation der schwéchsten Sequenz, was unter anderem auch an der limitierten Verfiigbar-
keit von Enzym und Nukleotiden liegt (Mutter and Boyton, 1995), (Wagner et al., 1994). Um
der priferentiellen Amplifikation entgegenzuwirken, wurden die Primer der verschiedenen
Exons in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Von einer initialen Primerkonzentra-
tion von 0.2uM wurde die Konzentration der ,starken* Primer herabgesetzt und die der
,,schwachen Primer erhoht. Die endgiiltigen Konzentrationen (0.08-0.3uM) variierten erheb-
lich (Markoulatos et al., 2002).

Die Verinderung der Konzentrationen anderer Komponenten, wie Puffer, dNTPs, MgCl, und
Enzym in Multiplex-PCR im Vergleich zur eingesetzten Konzentration in Uniplex-PCR, zeigte
keine verbesserte Sensitivitit und/oder Spezifitit.

Die Annealing-Temperatur war ein weiterer wichtiger Parameter. Obwohl viele Primer alleine

bei einer Temperatur von 56-60°C eine optimale Amplifikation aufwiesen, zeigte sich, dass bei
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Multiplex-PCR eine Temperatur, die 4-8°C unter der spezifischen Temperatur lag, die besten
Ergebnisse erzielte (Markoulatos et al., 2002).

Durch Einsetzen einer Hot-Start-Polymerase konnten zusitzlich nicht-spezifische Reaktionen,
die durch Primer-Annealing bei niedrigen Temperaturen (4-25°C) entstehen, eliminiert werden.
Nachdem die Multiplex-Gruppen zusammengestellt waren, wurde in einem ersten Probelauf
festgestellt, ob alle Produkte amplifiziert wurden. Durch Léngenvergleich mit den jeweiligen
Uniplex-PCRs der einzelnen Exons auf einem Agarose-Gel und durch HPLC-Analyse konnte
festgestellt werden, dass es sich bei den in den Multiplex-PCRs amplifizierten Produkten tat-
sdchlich, um die gewiinschten Amplifikate gehandelt hat.

Wihrend es theoretisch kein Limit fiir die Anzahl der gleichzeitig amplifizierten Sequenzen
gibt, begrenzen aber die Schwierigkeiten bei der Etablierung der PCR-Bedingungen die Anzahl
der Zielsequenzen. Bisher wurde von einer Multiplex-Reaktion mit 25 menschlichen Sequen-

zen (DMD) berichtet (Yau et al., 1996). In dieser Arbeit haben wir uns auf maximal fiinf PCR-

Fragmente pro Ansatz beschrénkt.

Abb. 36: Darstellung der Multiplex-Ansitze auf einem
. Agarose-Gel. Jeweils zweimal derselbe Ansatz, dann eine
LSV 11h1ALI h57JDH - 45h1914 OMhIT . leere Spur. ZMth.ist noch nicht vollstéindi'g aufgetrennt,
daher sind keine vier getrennten Banden sichtbar. In der
ersten und letzten Spur wurde der Lingenstandard LSV
zur Orientierung der Bandenldnge aufgetragen.

5.2. Die Reaktionskinetik der Multiplex-PCRs

Zur Auswertung des hier etablierten Deletionscreenings war von Bedeutung, dass alle in einem
Multiplex-Ansatz amplifizierten Exons der PCR-typischen Amplifikationskurve mit exponen-
tieller Phase und Sittigungsphase folgten und dass die Kurven der einzelnen Exons nicht zu
sehr voneinander abwichen. An den gezeigten Reihen (s. Abb. 37) ist das Erreichen dieses
Ziels gut erkennbar. Alle Kurven innerhalb eines Ansatzes liegen innerhalb eines tolerablen
Bereiches, d. h. sie amplifizieren im Sinne des zeitlichen Ablaufes der logarithmischen Phase
relativ gleichméBig. Es ist jedoch festzustellen, dass die einzelnen Kurven bei zunehmenden
Zyklen immer mehr voneinander abweichen. Anfangs kleine Unterschiede in den Produktmen-

gen werden durch die exponentielle Vervielfiltigung in der PCR grofer und die Resourcen
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(dNTPs und Enzym) werden mit zunehmender Zykluszahl immer weniger, so dass in der Stti-
gungsphase die Reaktion mit hherer Amplifikationsrate die noch vorhandenen Resourcen den
Reaktionen mit niedrigerer Amplifikationsrate entziehen.

Bei den Ansidtzen 45h1914 und 2MhIT (s. Abb. 37) ist eine einheitliche exponentielle Phase
und Sittigungsphase der unterschiedlichen Exons erkennbar. Der Ansatz hS7JDH zeigt eine
groBBere Abweichung der einzelnen Kurven, dennoch kann fiir jede Kurve der typische Reak-
tionsverlauf nachvollzogen werden und auch der Ubergang von der exponentiellen Phase in die
Sattigungsphase liegt tolerabel bei allen Exons zwischen dem 24. und 28. Zyklus. Der Ansatz
11h1ALI weist die grofite Diskrepanz zwischen den Exonkurven auf. In der exponentiellen
Phase liegen die Amplifikationsmengen noch eng beieinander. In der Sittigungsphase differie-
ren die Kurvenverldufe der einzelnen Amplifikate aber erheblich. Bei zwei Kurven ist sogar
ein Produktmengenabfall zu beobachten. Eine Erklédrung fiir dieses Phinomen ist, dass die zur
Verfiigung stehenden Enzym- und dNTP-Molekiile von Reaktionen mit héherer Amplifika-
tionsrate (Exon 11 und Kontrollexon hl) weggefangen und verbraucht werden und so die
Menge der schon wieder abgebauten Produkte in diesen Reaktionen hoher ist als die der neu

amplifizierten.

A: Reihe des Ansatzes 45h1914 B: Reihe des Ansatzes h57JDH
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C: Reihe des Ansatzes 11h1ALI D: Reihe des Ansatzes 2Mh1T
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Abb. 37: Alle Reihen der vier Multiplex-Ansitze (A) 45h1914, (B) h57JDH, (C) 11h1ALI (D) 2Mh1T
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Nach Auswertung der Reaktionskinetik wurden fiir jeden Ansatz die Zykluszahlen festgesetzt

nach denen die Analyse erfolgen sollte. Nach dem frithen Zyklus sollten sich alle Reaktionen

noch in der exponentiellen Phase befinden und nach dem spiten Zyklus die Séttigungsphase

eingetreten sein. Fiir die einzelnen Ansitze bedeutete dies Analysen nach folgenden Zyklen (s.

Kap.4.2):

¢ Fiir den Ansatz 45h1914 erfolgte die Analyse nach 22 und 30 Zyklen, da sich nach 22 Zyk-
len alle vier Exons noch in der exponentiellen Phase befanden und nach 30 Zyklen der U-
bergang in die Séttigungsphase von allen Exons abgeschlossen war.

e Fiir den Ansatz h57JDH erfolgte die Analyse nach 24 und 30 Zyklen. Nach 24 Zyklen ging
fiir die Exons hS5, 7, 15D und 15H die exponentielle Phase schon langsam in die Séttigungs-
phase iiber. Daher wurde nach 24 Zyklen analysiert. Da fiir Exon 15J der Ubergang in die
Siattigungsphase erst etwa bei Zyklus 28 abgeschlossen war, wurde die spite Analyse nach
30 Zyklen durchgefiihrt.

® Fiir den Ansatz 11h1ALI erfolgte die Analyse nach 22 und 28 Zyklen, da sich nach 22 Zyk-
len noch alle fiinf Exons in der exponentiellen Phase befanden. Exon 11 war erst nach 26
Zyklen in die Sittigungsphase iibergegangen, daher wurde nach 28 Zyklen eine Analyse
durchgefiihrt.

e Fiir den Ansatz 2Mh1T erfolgte die Analyse nach jeweils 22 und 28 Zyklen. Hier war das
Ende der exponentiellen Phase schwierig zu definieren. Nach Zyklus 22 fing fiir die Exons
2 und hl die Sattigungsphase an. Die Exons 15M und 15T befanden sich noch bis Zyklus
24 in der exponentiellen Phase. Daher wurde das Deletionsscreening fiir die Zyklen 22 und

28 etabliert.

Ansatz Friiher Zyklus (exponentiellen Phase) Spiter Zyklus (Séttigungsphase)
45h1914 22 30
h57JDH 24 30
11h1ALI 22 28
2MhIT 22 28

Tab. 9 Ubersicht iiber die Analysezyklen der Multiplex-Ansitze

5.3. HPLC-Analyse

Die Lingenanalyse von Nukleinsdurefragmenten wurde bisher meist mittels Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Agarose- und Polyacryl-Gele sind die gebriduchlichsten fiir die elektrophore-
tische Auftrennung, die Identifikation und die Reinigung von DNA-Fragmenten. Die Elektro-

phorese ist aber mit einer begrenzten Moglichkeit zur Automatisierung zeit- und arbeitsinten-
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siv. Die Extraktion von einzelnen Banden aus dem Gel ist aufwendig und eine Quantifizierung
ist kaum moglich (erheblicher Aufwand mit geringer Aussagekraft).

Das WAVE-DNA-Fragment-Analyse-System bietet gute Bedingungen fiir eine schnelle und
vollstindige Auftrennung, Identifizierung und Reinigung von DNA-Fragmenten von 50-
2000bp (Hecker et al., 2000). Die untersuchten DNA-Fragmente konnen durch Flidchenintegra-
tion quantifiziert und durch Auffangen der Fraktion in einem zusitzlichen Reaktionsrohrchen
fiir weitere Untersuchungen isoliert werden. Die lingenabhingige Auftrennung der dsDNA-
Fragmente ist sequenzunabhéngig und die Retentionszeiten sind reproduzierbar.

Die Analyse von DNA-Fragmenten auf dem WAVE-System ist hochautomatisiert und benotigt
nur minimale manuelle Intervention. Die HPLC-Analyse hat iiber der Gelelektrophorese den
Vorteil einer kurzen Analysezeit und einer vollautomatischen Probenanalyse. Die PCR oder
auch der Restriktionsverdau kann direkt ohne zusitzliche Prédparation injiziert werden. Die
Chromatogramme werden bei 260nm und/oder bei der Emissionswellenlinge des jeweiligen
Fluoreszenzmarkers erstellt.

Fluoreszenzmolekiile werden hiufig zur Markierung von DNA benutzt. Meist wird ein einzel-
nes Fluophor an das 5°-Ende eines Primers gebunden. Das fiihrt zu einer einfach markierten
Probe. Fluoreszierende Molekiile sind meist aromatische, hydrophobische und organische Mo-
lekiile. Die bei HPLC verwendete Sdulenmatrix ist ebenfalls hydrophob. Die erhohte Affinitit
zwischen Sdulenmatrix und fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmenten fiihrt zu einer verldnger-
ten Retentionszeit der untersuchten Fragmente. Diese Verldngerung der Retentionszeit kann
durch einen hoheren Prozentsatz an organischer Losung (z. B. Puffer B) ausgeglichen werden.
Wihrend zwar die Retentionszeit durch eine Fluoreszenzmarkierung beeinflusst wird, ist kein
Verlust der Auflosung zu verzeichnen.

Zur Steigerung der Sensitivitdt wurden in dieser Arbeit fluoreszenzmarkierte Primer benutzt.
Die Ermittlung von Produktmengen durch Fluoreszenzdetektoren zeigte sich sensibler als

durch die herkommliche Detektion der DNA bei 260nm.



Diskussion 71

5.4. Variation und Normwerteverteilung
5.4.1. Variation innerhalb einer Kontroll-DNA

Absolutwerte

In Kap. 4.3.1 wird die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse eindeutig dargestellt. Nach Auswer-
tung von elf Ansidtzen hSJDH mit elfmal dergleichen DNA sind die Variationen der Absolut-
werte bei allen Exons nach 24 Zyklen relativ klein (s. Abb. 38). Allerdings kann festgestellt
werden, dass mit ansteigender Menge des PCR-Produkt (gréer werdende Flidche in der HPLC-
Analyse) die Variationsbreite zunimmt. Die Erklidrung liegt in der Reaktionskinetik der PCR.
Bei Exons, die von Anfang an eine hohere Amplifikationsrate aufweisen, wirkt sich durch die
exponentielle Produktvermehrung eine leicht unterschiedliche DNA-Ausgangsmenge nach
mehreren Zyklen auf die Variationsbreite mehr aus als bei Exons mit kleiner Amplifikations-
rate. Daher ist bei hoher Amplifikationsrate nach vielen Zyklen proportional mehr Produkt vor-

handen als bei kleiner Amplifikationsrate.

h57JDH 24 A1-11 h57JDH 30 A1-11
600000 3000000
500000 4% 2500000
400000 T 2000000 —
300000 E 1500000
. 1
200000 [
1000000
100000 500000
0 . . . . . 0
N= 11 1 1 11 1 N= 1 1'1 1 1'1 1
Exonh5 Exon7 Exon15J Exon15D Exon15H Exonh5 FExon7 Exon15J Exoni5D Exoni5H

Abb. 38: Boxplots aus den Integralen der Kurvenflichen nach 24 | Abb. 39: Boxplots aus den Integralen der Kurvenflichen nach 30
Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exons an, N die Anzahl der | Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exons an, N die Anzahl der
miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den Wert der Flidchenin- | miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den Wert der Fliachenin-
tegrale (dimensionslos). tegrale (dimensionslos).

Nach 30 Zyklen ist die Variationsbreite der Absolutwerte eindeutig grofer (s. Abb. 39). Schon
leicht unterschiedliche DNA-Ausgangsmengen bewirken bei steigender Zykluszahl eine immer
groBer werdende Diskrepanz der Produktmenge. Auch hier ist eine grolere Variationsbreite bei
Exons mit hoher Amplifikationsrate (Exon hS) im Vergleich zu Exons mit niedriger Amplifi-

kationsrate (Exons 15D und 15H) zu beobachten.
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Exonverhiltnisse

Bei Betrachtung der Exonverhiltnisse fallen fiir die Zykluszahlen 24 und 30 geringe Varia-
tionsbreiten auf (s. Abb. 40/41). Vergleichsweise groflere Variationsbreiten werden bei den
Verhiltnissen beobachtet, die aus Exons gebildet werden, deren Absolutwerte (Amplifika-
tionsrate) sehr unterschiedlich ausfielen — z. B. das Verhiltnis aus Exon h5 mit hohen Absolut-
werten (groer Amplifikationsrate) und Exon 15D mit kleinen Absolutwerten (geringer Ampli-
fikationsrate). Sehr kleine Variationsbreiten traten dagegen bei Exons auf, deren Absolutwerte
nahe beieinander lagen, also deren Amplifikationsrate vergleichbar war — z. B. das Verhiiltnis
aus Exon 7 und Exon 15J. Daraus ist zu schliessen, dass je kleiner die Unterschiede in der Am-
plifikationsrate der einzelnen Exons sind, desto geringer ist die Variation bei Bildung der E-

xonverhéltnisse.
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Abb. 40: Boxplots aus den Exonverhiltnissen von h57JDH nach 24
Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnisse an, N die
Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den Wert der
Verhiltnisse der Flidchenintegrale (dimensionslos).

Abb. 41: Boxplots aus den Exonverhiltnissen von h57JDH nach 30
Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnisse an, N die
Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt den Wert der
Verhiltnisse der Flichenintegrale (dimensionslos).

5.4.2. Variation zwischen verschiedenen Kontroll-DNAs

Um einen Uberblick iiber die Spannbreite der Werte aus den Exonverhiltnissen einer Kontroll-
gruppe zu erlangen, wurden DNAs von elf gesunden Kontrollpersonen in einem Multiplex-
Ansatz (45h1914) analysiert (Abb. 42/43). Nach 22 Zyklen zeigte sich eine erhebliche Varia-
tionsbreite fiir drei Exonverhiltnisse (4/14, 5/14 und h19/14). Bei den Absolutwerten fiel auf,
dass bei allen Exons von zwei Kontrollen (K10 und K11) sehr viel weniger Produkt erfasst
worden war als bei den anderen Kontrollen. Bei Bestimmung der Exonverhiltnisse bildeten die

Verhiltnisse dieser beiden Kontrollen in den Exonverhéltnissen 4/5, 4/14, 5/14 und h19/14 den
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unteren Grenzwert oder fielen sogar aus dem Boxblot raus, da sie um mehr als das 1.5fache der
Box-Linge vom 75. Perzentil abwichen (4/h19, 5/h19). Die Ursache fiir die niedrigen Pro-
duktmengen in diesen beiden Kontrollen war moglicherweise eine niedrigere DNA-
Ausgangsmenge durch Pipettierungenauigkeit. Des Weiteren war in den Absolutwerten des
Exon 14 eine groBere Schwankungsbreite zu verzeichnen als bei den anderen Exons. Mogli-
cherweise ist dies durch den teilweise schon vollzogenen Ubergang in die Sittigungsphase von
Exon 14 bedingt. Diese beiden Umstinde erklidren die grole Schwankungsbreite der Verhélt-
nisse 4/14, 5/14 und h19/14 (s. Abb. 37).

Bei der Auswertung der fiir das Deletionsscreening erhobenen Werte ist es daher bedeutsam,

dass sich die Absolutwerte der Patienten und der Kontrollen nicht all zu sehr unterscheiden.

Abb. 42: Boxplots aus den Exonrelationen des Multiplex-Ansatzes
45h1914 K22 45h1914 von 11 unterschiedliche Kontroll-DNAs nach 22 Zyklen.
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hiltnisse der Flichenintegrale (dimensionslos).
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N= 1 1 1 1 1 1
4/5 4/h19 4/14 5/h19 5/14 h19/14

22 Zyklen 4 5 19 14 4/5 4/h19 4/14 5/h19 514 | h19/14
K1 252418 | 180516 | 160486 | 78714 1,40 1,57 3,21 1,12 2,29 2,04
K2 375857 | 236370 | 182063 | 99260 1,59 2,06 3,79 1,30 2,38 1,83
K3 177129 | 137682 | 125582 | 86170 1,29 1,41 2,06 1,10 1,60 1,46
K4 287748 | 207436 | 177501 | 103923 1,39 1,62 2,77 1,17 2,00 1,71
K5 226399 | 151502 | 122175 | 86585 1,49 1,85 2,61 1,24 1,75 1,41
K6 218006 | 156429 | 131146 | 108129 1,39 1,66 2,02 1,19 1,45 1,21
K7 154798 | 121476 | 101864 | 76623 1,27 1,52 2,02 1,19 1,59 1,33
K8 217938 | 139128 | 128462 | 67020 1,57 1,70 3,25 1,08 2,08 1,92
K9 300508 | 202846 | 183343 | 138676 1,48 1,64 2,17 1,11 1,46 1,32
K10 91411 68660 40385 51113 1,33 - 1,79 - 1,34 0,79
K11 91958 74723 58977 51628 1,23 1,56 1,78 1,27 1,45 1,14

Nach 30 Zyklen stellen sich die Variationsbreiten relativ gering dar (Abb. 43). Die Absolut-
werte sind bei allen Kontrollen in allen Exons vergleichbar. Die Kontrolle K7 stellt sich in
zwei Verhiltnissen (5/h19 und h19/14) als Ausreisser dar. Eine groBBere Abweichung der Abso-
lutwerte ist in keinem Exon festzustellen, allerdings ist der Absolutwert von Exon h19 im Ver-

gleich zu den anderen Kontrollen verhiltnismifig klein. An diesem Beispiel ist gut zu erken-
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nen wie wichtig es ist, dass alle Exonverhiltnisse an denen ein Exon beteiligt ist auf ein Ab-

weichen von den Grenzwerten hin zu untersuchen. Erst wenn alle Verhiltnisse ausgewertet und

in Zusammenschau schliissig eine Deletion ergeben, ist diese als eindeutig anzunehmen.
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Abb. 43: Boxplots aus den Exonrelationen des Multiplex-
Ansatzes 45h1914 von 11 unterschiedliche Kontroll-DNAs nach
30 Zyklen. Die X-Achse gibt die einzelnen Exonverhiltnisse an,
N die Anzahl der miteinbezogenen Werte. Die Y-Achse zeigt
den Wert der Verhiltnisse der Flidchenintegrale (dimensionslos).
In der Tabelle unten aufgefiihrt in der linken Spalte die Absolut-
werte der Kontrollen, hellgrau hinterlegt sind die auffilligen
Werte der Kontrolle 7. In der rechten Spalte die Werte der Exon-
verhiltnisse. Hellgrau hinterlegt die Ausreisserwerte und dunkel-
grau die Maximal- und Minimalwerte des tolerablen Bereiches.

01 =
5
N= " " " 11 " "
4/5 4/h19 4114 5/h19 5/14 h19/14

22 Zyklen 4 5 19 14 4/5 | 4/h19 | 414 | 5h19 | 514 | h19/14
K1 2108549 | 943213 | 1067832 | 621461 224 | 197 | 339 | 088 | 1,52 | 1,72
K2 2033535 | 869443 | 883985 | 523130 B84 | 230 | BB8 | 098 | 1,66 | 1,69
K3 1586204 | 725529 | 844459 | 480963 2,19 | 1,88 | 330 | 086 | 151 | W6 |
K4 1878548 | 889054 | 956731 | 619473 211 | 1,96 | 303 | 093 | 44 | W54
K5 1542294 | 714295 | 665936 | 421140 216 | P82 | 366 | W04 | 1,70 | 1,58
K6 1806936 | 869945 | 833537 | 532594 2,08 | 217 | 339 | 1,04 | 163 | 157
K7 1308670 | 730242 | 595004 | 447474 7@ | 220 | P92 | 123 | 1,63 | 1,33
K8 1561342 | 798522 | 873139 | 526490 1,96 | W8 | 297 | 091 | 1,52 | 1,66
K9 1847424 | 849860 | 855850 | 531078 2,17 | 2,16 | 348 | 099 | 160 | 161
K10 1877860 | 937861 | 1018918 | 610344 2,00 | 1,84 | 308 | 092 | 154 | 167
K11 1177248 | 642948 | 624562 | 355050 1,83 | 1,88 | 332 | 1,03 | [l | 1,76

Bei dhnlichen Absolutwerten der Kontrollen und der Patienten (Kontrollexon ist dabei ent-

scheidend, alle anderen Exons konnten deletiert sein) kann von einer relativ geringen Schwan-

kungsbreite der Exonverhiltnisse ausgegangen werden.

5.5. Deletionsscreening fiir FAP-Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurde eine quantitative vergleichende Multiplex-Dosis-Analyse zur

Erkennung verinderter Kopienanzahl im APC-Gen etabliert. Bei dieser Methode wurde durch

Produktmengenvergleich von Patientenexons untereinander und im Vergleich mit einem Kon-

trollexon ein Ungleichgewicht festgestellt und so Deletionen ganzer Exons oder des gesamten

APC-Gens erkannt. Werden alle Exons eines Genes untersucht, konnen die Endpunkte der De-
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letionen und deren Wirkung auf den Leserahmen identifiziert und moglicherweise eine Aussa-
ge iiber den Phénotyp gemacht werden.

Durch die oben beschriebenen Vorversuche konnten stabile Bedingungen fiir die Etablierung
eines Deletionsscreenings geschaffen werden. Die Ergebnisse sind reproduzierbar und die Ab-
weichungen innerhalb einer Kontrollgruppe sind bei standardisierten Verhéltnissen tolerabel.
Je Multiplex-Ansatz wurden die zu untersuchenden Patienten mit mind. fiinf Kontrollen (zur
Bestimmung des Referenzwertes) nach jeweils zwei verschiedenen Zyklenanzahlen analysiert.
Die Bedingungen fiir die PCR und die HPLC-Analyse waren fiir jeden Ansatz standardisiert (s.
Kap. 8.2. und 8.3.)

Die Analyse der erhobenen Werte folgte einem festgelegten Schema. Zunéchst wurden bei je-
dem Patienten (ExonA/ExonB)p und jeder Kontrolle (ExonA/ExonB)x Verhiltnisse der Exons
gebildet. Fiir jedes Exonverhiltnis wurde ein Referenzwert aus den Exonverhiltnissen der
Kontrollen ermittelt. Als Referenzwert fiir ein Exonverhiltnis wurde der Wert bestimmt, der
den Median fiir dieses Exonverhiltnis in der Kontrollgruppe gebildet hatte. Die Exonverhilt-
nisse der Patienten (ExonA/ExonB)p wurden wiederum mit dem spezifischen Referenzwert

(ExonA/ExonB)k ins Verhiltnis gesetzt ((ExonA/ExonB)x/(ExonA/ExonB)p).

Arbeitsschritte der Auswertung
1. Integral der Flidchen unter den Kurven erfassen (z. B. Exon 4, 5, h19, 14)
2. Verhiltnisse untereinander bilden (z. B. 4/5, 4/h19, 4/h14, 5/h19, 5/14, h19/14)
3. Referenzwert fiir jedes Verhéltnis bestimmen (Median aus der Kontrollgruppe)

4. Doppelverhiltnisbildung (z. B. (4/5)xontrolte / (4/5)patient)

Durch die doppelte Verhiltnisbildung wurde die Voraussetzung fiir eine einheitliche Festle-
gung der Grenzwerte geschaffen, da dadurch Schwankungen der durchschnittlichen Amplifika-
tionsrate zwischen den Reaktionsrohrchen (z.B. mehr dNTPs oder Enzym in einem Reaktions-
gefidll) ausgeglichen werden.

Die Festlegung der Grenzwerte fiir den Normbereich dieser doppelten Verhiltnisbildung stiitz-
te sich auf folgende Uberlegungen und empirische Erfahrungen. Theoretisch wire bei zwei
vorliegenden Kopien des untersuchten Gens — in diesem Fall APC — nach doppelter Ver-
hiltnisbildung der Wert 1 zu erwarten, dementsprechend bei einer Duplikation oder Deletion
eines Exons der Wert 2 bzw. 0,5, je nachdem ob sich das deletierte bzw. duplizierte Exon im
Zihler oder Nenner befand. Da die Exonamplifikationen aber wie oben beschrieben bestimm-

ten Schwankungen unterliegen, sind diese Grenzen zu streng, um verwertbare Ergebnisse zu
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erhalten. Wichtig bei der Festlegung der Grenzwerte war, dass der Normbereich symmetrisch
um 1 angelegt wurde (wie 0,5 (1/2) und 2 (2/1) symmetrisch um 1 liegen). Zur Festsetzung der
Grenzwerte in dieser Arbeit (1,5 und 0,67, entsprechend 3/2 und 2/3) fiihrte die Annahme, dass
von einer Deletion bzw. Duplikation gesprochen werden kann, wenn ein Exon zu einem ande-

ren in mindestens der 1,5-fachen Menge vorliegt.

(ExonA/ExonB)y/(ExonA/ExonB)p < 0,67 — Deletion von Exon Bp oder Duplikation von Exon Ap

(ExonA/ExonB)x/(ExonA/ExonB)p > 1,5 — Deletion von Exon Ap oder Duplikation von Exon Bp

Je nachdem wie die Verhiltnisse gebildet werden, also welches Exon im Nenner oder im Zih-
ler steht, muss der erhaltene Wert interpretiert werden. Werte < 0,67 sprechen fiir eine Deletion
des Exons im Nenner, Werte > 1,5 fiir eine Deletion des Exons im Zihler.

Durch die Bildung aller moglichen Exonverhéltnisse innerhalb eines Ansatzes und nicht nur
die Bildung der Verhiltnisse zwischen den APC-Exons und des Kontrollexons, wurde eine
Deletion immer mehrfach bestétigt. Denn bei einer Deletion eines Exons ist nicht nur der Wert
im Vergleich mit dem Kontrollexon auffillig, sondern auch die Werte im Vergleich mit den
anderen Exons des APC-Gens. Andererseits miissen, wenn zwei oder mehrere Exons deletiert
sind, die Werte zwischen den deletierten Exons im Normbereich liegen, da diese wiederum in
der gleichen Kopienanzahl vorliegen. Durch dieses Verfahren konnen falsch positive Werte
schnell erkannt werden.

Bei allen untersuchten DNAs handelt es sich um Proben aus Blut oder Gewebe von Patienten
mit der klinischen Diagnose einer FAP, bei denen mit herkdmmlichen Methoden keine Muta-
tion im APC-Gen gefunden werden konnte.

Die Ergebnisse wurden fiir die zwei untersuchten Zyklen getrennt zusammengefasst.

Friiher Zyklus (22 bzw. 24; exponentielle Phase)

Exons 2 4 5 7 11 14 | 15A | 15D | 15H | 151 | 15J | 15L | 15M | 15T | Deletionen
Patienten

Pat.A ? 0.B.
Pat.B ? 0.B.
Pat.C ? 0.B.
Pat.D delAPC
Pat.E delAPC
Pat.F 0.B.
Pat.G Del! . del2/14
PatH ? 7 [Pl | el Del. e | D8I | del14/157
Pat.| Dell |Dell [Dell [Dell [Dell |? |Dell [Dell [Deli |deli4/15
Pat.K Dupl. | Dupl. Dupl. Dupl.4-147?
Pat.L 0.B.
Pat.M 0.B.

Tab. 10: Zusammenfassung der Ergebnisse nach 22 bzw. 24 Zyklen
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Die Auswertung der Ergebnisse zeigt bei den Pat. D und E deutlich eine Deletion des ganzen
APC-Gens. Auch wenn eine Deletion von Exon 15J bei Pat. I nicht eindeutig nachgewiesen
werden konnte ist hinsichtlich der Deletionen der benachbarten Exonanteile eine Deletion der
Exons 14 und des ganzen Exons 15 anzunehmen. Die Deletionen bei Pat. H sind nicht zusam-
menhingend und daher schwer zu interpretieren. Moglicherweise sind auch hier die Exons 14
und 15 deletiert, da eine unzusammenhéngende Deletion von Exon 15 unwahrscheinlich ist.
Fraglich ist eine Deletion des Exons 11. Ein ebenso uneinheitliches Bild bietet Pat. G mit dele-
tierten Exon 2 und 14. Erklérbar ist dieses Muster durch die Bildung einer genomischen Inver-
sion, bei der es zu einer Deletion dieser beiden Exons kommt. Die Ergebnisse von Pat. K bie-
ten ein besonderes Bild. Eine Duplikation einzelner unzusammenhingender Exons (Exon 4, 5
und 14) ist zwar moglich, aber durch die groBe Liicke zwischen Exon 5 und 14 nicht zu erwar-
ten. Daher liegt hier wahrscheinlich eine Deletion des Kontrollexons h19 vor. h19 ist ein Exon
eines fiir HNPCC verantwortlichen Gens, hMLH1. Vermutlich liegt hier eine zuféllige Diagno-
se eines HNPCC-Syndroms bei nicht eindeutiger Klinik vor. Die einzelnen pathologischen

Werte bei Pat. A, B und C sind nicht als Deletionen zu werten.

Spiiter Zyklus (28 bzw. 30; Sattigungsphase)

Exons 2 4 5 7 11 14 15A | 15D | 15H | 15l 15J |15L |15M | 15T | Deletionen
Patienten

Pat.A 0.B.

Pat.B 0.B.

Pat.C 0.B.

Pat.D ? | Del.? Del.? | Del.? delAPC
Pat.E ? delAPC?
Pat.F 0.B.

Pat.G ? ? del14
Pat.H ? del14/15?
Pat.| | BEl | Bl | Bl | del14/15
Pat.K Dupl. | Dupl. Dupl. Dupl.4-14?
Pat.L ? ? 0.B.

Pat.M 0.B.

Tab. 11: Zusammenfassung der Ergebnisse nach 28 bzw. 30 Zyklen.

Die Analyse nach dem spiten Zyklus zeigt ein leicht verindertes Bild. Auch hier ist bei Pat. I
eine Deletion der Exons 14 und 15 zu verzeichnen. Pat. H zeigt ein dhnlich uneinheitliches
Bild. Es liegt wahrscheinlich auch hier eine Deletion der Exons 14 und 15 mit einer zusétzli-
chen fraglichen Deletion des Exon 11 vor. Die Pat. D und E zeigen nach 28 bzw. 30 Zyklen
kein einheitliches Bild mehr. Bei Pat. D ist nur die Deletion von Exon 11 fraglich, so dass auch
hier von einer Deletion des ganzen APC-Gens gesprochen werden kann. Anders bei Pat. E, bei
dem kein durchgehendes Muster zu erkennen ist. Die Analyse der Exons 15A, I und L ergab
keine Deletion, eine Deletion von Exon 11 ist somit nicht bewiesen. Trotzdem ist bei eindeuti-

gen Deletionen der Exons 2, 4, 5,7, 14, 15D, 15H, 15J, 15M und 15T eine Deletion des ganzen
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Gens wahrscheinlich. Bei Pat.G ist im Gegensatz zum frithen Zyklus nur eine Deletion von
Exon 14 zu erkennen, die Werte fiir Exon 2 zeigen keine Deletion. Bei Pat. K ist dasgleiche
Bild zu erkennen wie nach dem frithen Zyklus (s. dort). Die einzelnen pathologischen Werte

der Pat. L, K (Exon 11) und G (Exon 151, 15L) sind nicht als Deletionen zu werten.

Frither Zyklus Patienten Spiter Zyklus
0.B. Pat. A 0. B.
o.B. Pat. B o.B.

0. B. Pat. C 0. B.
delAPC Pat. D delAPC
delAPC Pat. E delAPC?

0. B. Pat. F 0. B.

del2 und 14 Pat. G dell4
del14/15? Pat. H del14/15?
del14/15 Pat. | del14/15
Dupl.4-14/ delh19 Pat. K Dupl.4-14/ delh19
0. B. Pat. L 0. B.
0. B. Pat. M 0. B.

Tab. 12: Gegeniiberstellung der Ergebnisse des frithen und spiten Zyklus.

Die Tabelle zeigt noch einmal zusammengefasst die Ergebnisse der Analysen nach zwei Zyk-
lenzahlen. Die Ergebnisse nach beiden Zyklen stimmen zum Grofteil iiberein. In beiden Ana-
lysen sind dieselben Patienten ohne Befund und alle Patienten, die nach dem frithen Zyklus
Deletionen aufwiesen, zeigten auch Deletionen nach dem spiten Zyklus, wenn auch zum Teil
mit leicht unterschiedlichen Muster. Ein wenig einheitlicheres Bild zeigt sich nach der Analyse
des frithen Zyklus am Ende der exponentiellen Phase. Trotzdem ist es ratsam fiir diese Art des
Deletionsscreening die DNAs bei zwei verschiedenen Zykluszahlen zu analysieren.

Die Auswertung der Analysen zeigt, dass mit der etablierten Methode Deletionen ganzer Exons
aufzuspiiren sind. Die Festlegung der Bruchpunkte ist nach Analyse aller Exons des Genoms

sicher festzustellen.

5.5.1. Patienten

Pat. D und E
Bei den DNAs der Pat. D und E handelt es sich um Proben aus dem Blut (E) und gesunder

Darmschleimhaut (D) eines an klassischer FAP erkrankten Patienten. Nach den Ergebnissen
dieser Arbeit liegt sowohl im Blut als auch im Gewebe am ehesten eine Deletion des gesamten
APC-Gens vor. Da die Deletion im Blut und in gesunder Schleimhaut detektierbar ist, handelt
es sich dabei mit Sicherheit um die Keimbahnmutation. Im Tumorgewebe miifite nach Knud-
sons two-hit Theorie eine weitere Mutation oder Deletion im anderen Allel vorliegen. Leider
stand kein Tumorgewebe zur Analyse zur Verfiigung. Nach der Theorie des just-right-

singnalling (s. Abb. 8) miisste die zweite Mutation im Tumorgewebe so liegen, dass das Prote-
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in noch mindestens eine 20-AS-Wiederholung (B-Catenin-Bindungsstelle) aufweist. Damit
lige die Mutation auf jeden Fall in Exon 15. Bisher wurde in der Literatur nur in einem Artikel
Keimbahndeletionen des ganzen APC-Gens beschrieben (Sieber et al., 2002). Bei den unter-

suchten DNAs handelte es sich wie auch bei Pat. D/E um Patienten mit klassischer FAP.

Pat. B und G

Auch die Proben der Pat. B und G entstammen aus dem Blut (G) und Tumorgewebe (B) einer
von FAP betroffenen Patienten. Bei Pat. G wurde in beiden Zyklen eine Deletion des Exon 14
detektiert und im frithen Zyklus zusitzlich eine Deletion von Exon 2. Da diese Probe (G) aus
dem Blut entnommen wurde, liegt hier die Keimbahnmutation zugrunde. Ob es sich nun nur
um eine Deletion Exon 14 oder um eine kombinierte Deletion Exon 2 und 14 (durch Inversion)
handelt, ist nicht eindeutig festzustellen. Im Tumorgewebe (Pat. B) konnte keine Deletion ge-
funden werden. Moglicherweise ist das mutierte Allel im Tumor vollig deletiert. Die zweite
(second hit) Mutation liegt eventuell in den nicht untersuchten Exons.

Keimbahndeletionen des Exon 14 sind in der Literatur hdufiger beschrieben, sowohl in Form
einer echten Deletion als auch in der Variante einer Spleillstellenmutation (Sieber et al., 2002),
(Cao et al., 2000), (Su et al., 2000). mRNA-Transkripte ohne Exon 14 (Leichtketten-APC) sind
aber auch in normalen Zellen in einem bestimmten Verhiltnis zu Exon 14-enthaltenden-
Transkripten zu finden. Beim Herausspleilen von Exon 14 kommt es durch Verschiebung des
Leserahmens zu einem verkiirzten Exon 15 mit nur 19 Aminoséuren und somit zu einem Prote-
in, das nicht alle Aufgaben von APC erfiillen kann. Inzwischen sind fiinf molekulare Interak-
tionspartner von APC bekannt, die an den Teil des Proteins binden, der durch Exon 15 kodiert
wird. Diese Daten zeigen die Bedeutsamkeit des Exon 15 und seinen Stellenwert in der Auf-
rechterhaltung der Tumor-Supressor-Funktion in Kolonzellen. Daher ist es iiberraschend, dass
in normalen Zellen mRNA-Transkripte ohne Exon 14 produziert werden. Allerdings besitzen
diese physiologischen Leichtkettenproteine verglichen mit den durch Stopmutationen verkiirz-
ten APC-Proteinen eine erstaunlich hohe intrazelluldre Stabilitdt. Moglicherweise kommt es
durch Deletion des Exon 14 zum Uberwiegen der Leichtketten-APC. Diese quantitative Imba-
lance ist moglicherweise ein neuer Pathomechanismus mit einer Pridisposition zu FAP. (Bala

et al., 1997).
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Pat. A und C

Auch dieses Probenpaar entstammt aus Blut (A) und gesunder Darmschleimhaut (C) eines Pa-
tienten mit klinisch diagnostizierter klassischer FAP ohne Mutationsnachweis. In keiner der
beiden DNAs konnte eine eindeutige Deletion nachgewiesen werden. Moglicherweise liegt

eine Deletion im nicht untersuchten Bereichen des Gens.

A. GEN
NT position 1500 3000 4500 6000 7500

[

B. MUTATIONEN

i
e

AAPC i CHRPE

C. PROTEIN
AA position

Arm Repeats 15-aa Repeats 20-aa Repeats Basic Region
Homodimerization F-catenin binding DLG binding
B-catenin degradation EB-1 binding
Axinfconductin binding Microtublle association

Abb. 44: APC-Gen mit Mutationsspektrum, klinischer Korrelation und Protein-Struktur. (A) Das APC-Gen besteht aus 15 Exons und 8535bp
kodierender Sequenz. Die alternativ gespleiiten Exons 9 und 10 sind auch dargestellt. (B) Keimbahnmutationen assoziiert mit AAPC sind
vornehmlich an den 3’ und 5’-Enden des Gens. Die meisten Mutationen sind im mittleren Drittel zu finden — mutation cluster region. 1061
und 1309 markieren die am héufigsten mutierten Codons. ASH gibt das Codon an, das oft bei Mutationen bei Ashkenazi-Juden gefunden
wird (I1307K). Regionen in denen Mutationen mit CHRPE oder Desmoiden assoziiert sind ebenfalls markiert. (C) Das APC-Protein besteht
aus verschiedenen Doménen mit insgesamt 2843 Aminoséuren. Angelehnt an (Goss and Groden, 2000).

Pat.H und I

Bei diesen beiden Patienten (DNA jeweils aus Blut extrahiert) liegt hochstwahrscheinlich eine
Deletion der Exons 14 und 15 vor. Hierbei handelt es sich in beiden Fillen um eine Keimbahn-
mutation. Leider konnten von beiden Patienten keine Gewebeproben erhalten und untersucht
werden. Nach der Theorie des just-right-signalling (s. Abb. 8) miisste im Tumor die zweite
Mutation so liegen, dass das daraus resultierende APC noch mindestens eine 20-AS-Wiederho-
lung aufweist. Da das durch die Keimbahnmutation (del14/15) verinderte Allel iiber keine [3-
Catenin-Bindungsstelle mehr verfiigt. Sind Exon 14 und 15 deletiert, kommt es zu einem Ver-
lust der C-terminalen Region, aller B-Catenin-Bindungsstellen und einem Teil der Armadillo-
Wiederholungen (Protein-Interaktion, Axin-Bindungsstelle). Es resultiert ein funktionsloses
Protein. In der Literatur wird von isolierten Deletionen des Exon 14 und 15 berichtet, aber
nicht von einer Kombination der beiden Exons (Su et al., 2002), (Su et al., 2000), (Sieber et al.,
2002), (Cao et al., 2000). Die Klinik dieser in der Literatur beschriebenen Patienten ist sehr
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variabel, von milder Ausprigung bis hin zu schwerer FAP mit frithem Erkrankungsbeginn.

Pat. K

Die Ergebnisse bei Pat. K (Blut) sind unterschiedlich interpretierbar. Es handelt sich entweder
um eine Duplikation der Exons 4, 5 und 14 oder um eine Deletion des Kontrollexons Exon h19
des Gens hMLHI1. Da die Exons 7 und 11 eindeutig in doppelter Kopie vorliegen, ist eine iso-
lierte Duplikation der drei Exons 4, 5 und 14 unwahrscheinlich. Das klinische Erscheinungs-
bild gab zunichst erste Hinweise auf eine attenuierte Form der FAP mit wenigen Polypen im
Kolon. Die histologische Untersuchung der abgetragenen Polypen ergab jedoch, dass es sich
hierbei um hyperplastische Polypen und nicht um Adenome gehandelt hat. Eine FAP ist damit
eher unwahrscheinlich. Auch die tumorbezogene Familienanamnese war unauffillig. Die Mog-
lichkeit einer Deletion von h19 ist durchaus gegeben und wird in einer gesonderten Analyse

untersucht.

Pat. F, Lund M

Bei keinem der drei Patienten (Blut) konnte eine Deletion gefunden werden. Da nicht alle
Exons des APC-Gens untersucht wurden, kann dennoch eine Deletion Ursache der Erkrankung
sein. Bei Pat. F ist eine Keimbahnmutation weitgehend ausgeschlossen. Als Sohn von Pat. G
ohne nachweisbare Deletion des Exon 14 und/oder Exon 2 und ohne jegliche klinische Mani-

festation ist bei Pat. F derzeit nicht von einer FAP auszugehen.

Deletion Art der Mutation Referenz

deld Splicesitemut (Su et al., 2000)
del8-15 Deletion (Flintoff et al., 2001)
delll Deletion (Cao et al., 2000)
delll-12 Deletion (Su et al., 2000)
delll-13 Deletion (Andreutti-Zaugg et al., 1999)
delll-15 submikrokop. Del. (Mandl et al., 1996)
dell4 Deletion (Sieber et al., 2002)
dell4 Deletion (Cao et al., 2000)
dell4 Splicesitemutation (Cao et al., 2000)
dell4 Splicesitemutation (Bala et.al, 1997)
dell4 Deletion (Su et al., 2000)
dell5 Deletion (Su et al., 2002)
delAPC Deletion (Sieber et al., 2002)
delAPC submikroskop. Del. | (De Rosa et.al, 1999)

Tab. 13: Zusammenfassung der bisher in der Literatur beschriebenen APC-Deletionen

Zum Vergleich wurde die Auswertung der Multiplex-Ansétze iiber ein Fragmentgel vorge-

nommen. Die Ergebnisse unterscheiden sich nur geringfiigig voneinander (s. Tab. 14).
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Friher Zyklus Patienten Spiter Zyklus
HPLC Fragmentgel HPLC Fragmentgel
0.B. 0.B Pat.A 0.B. -
0.B. 0.B. Pat.B 0.B. -
0.B. 0.B. Pat.C 0.B. -
delAPC del4-15 Pat.D delAPC delAPC
delAPC del4-15 Pat.E delAPC? delAPC?
0.B. - Pat.F 0.B. 0.B.
del2 und 14 - Pat.G dell4 0.B.
del14/157? del11-15 Pat.H del14/15? del14/157?
del14/15 del14/15 Pat.| del14/15 del14/15
Dupl4-14/delh19 - Pat.K Dupl4-14/delh19 Dupl4-14/delh19
0.B. 0.B. Pat.L 0.B. -
0.B. 0.B. Pat.M 0.B. -

Tab. 14: Vergleich HPLC mit Fragmentgelanalyse




6. Zusammenfassung und Ausblick

Seit der Identifikation von APC wurden mehr als 250 verschiedene Keimbahnmutationen ent-
deckt. Beinahe alle diese Mutationen miinden in ein verkiirztes APC-Protein. Obwohl grofere
Deletionen im APC-Gen beschrieben worden sind (Joslyn et al., 1993), (Mandl et al., 1996)
handelt es sich bei den meisten identifizierten Mutationen um Nukleotidmutationen oder kleine
Insertionen bzw. Deletionen. Routinemethoden zum Nachweis von Mutationen, wie SSCP,
DHPLC, Sequenzierung und PTT erkennen etwa 70% der Keimbahnmutationen bei der klassi-
schen FAP und 10% bei attenuierter FAP (Lamlum et al., 2000), (Miyoshi et al., 1992),
(Cottrell et al., 1992). Es gibt also noch FAP-Patienten, bei denen keine Mutation im APC-Gen
gefunden wurde. Bei HNPCC, einer anderen Form eines erblichen kolorektalen Karzinoms,
wurde kiirzlich gezeigt, dass 5% der Erkrankungen auf eine exoniiberspannende Deletion im
hMSH2-Gen zuriickzufiihren sind (Wijnen et al., 1998). Analog dazu konnten solche submi-
kroskopischen Deletionen bei einigen FAP-Patienten iibersehen worden sein. Bisher wurden
nur wenige genomische Veridnderungen beschrieben und die Préivalenz dieser Verinderungen
ist noch unklar.

Verschiedene quantitative Methoden zum Nachweis von Exondeletionen wurden bisher in der
Literatur beschrieben — Southern Blot, Oligonukleotid Hybridisierung, PTT, kompetitive PCR
und erst in jlingerer Zeit real-time PCR und komparative genomische Hybridisierung (CGH),
zur Gendosisbestimmung. Jede brauchbare Dosisanalyse sollte bestimmte Kriterien, wie Spezi-
fitdat, Sensitivitit, Reproduzierbarkeit erfiillen und sollte 6konomisch im Zeit- und Materialauf-
wand sein. Da die automatisierte Fragmentanalyse bereits in genetischen Diagnostiklabors iib-
lich ist, stellt die Dosis-Quotient-Analyse eine gute Methode zur Erkennung von Mikrodele-
tionen und Duplikationen dar. Trotzdem bleibt die Analyse von quantitativer PCR durch die lo-
garithmische Reaktionskinetik schwierig. Die Evaluierung der Ergebnisse ist aufwendig und
erfordert im Vorfeld neben einer prizisen standartisierten Vorgehensweise eine genaue Vorar-
beit iiber die Reaktionskinetik der einzelnen PCRs. Ist die Analyse fiir einen Multiplex-Ansatz
aber erst einmal etabliert, ist sie eine robuste und verlédssliche Methode zur Detektion von ge-
nomischen Deletionen. Die Dosis-Quotient-Analyse ist nicht auf das APC-Gen beschrinkt,
sondern auch auf andere Gene mit mehreren Exons anwendbar.

Pathologische Duplikationen und Deletionen sind schon seit langem bekannt bei a-Globin und

Dystrophin bis hin zu Tumor-Supressor-Genen wie BRCA1, BRCA2 und hMSH2. Deshalb ist
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es wichtig, dass genetische Tests zur Erkennung einer veridnderten Gendosis, dort eingefiihrt
werden, wo konventionelle Punktmutationsanalysen scheitern.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Deletionsscreening mittels quantitativer Multiplex-PCR
am Beispiel des APC-Gens etabliert, mit dem Deletionen ganzer Exons detektiert werden kon-
nen. Die Gendosis einzelner Exons wird dabei durch Vergleich der Produktmengen der Exons
untereinander und mit einem Kontrollexon eines anderen Gens ermittelt. Die Analysen zeigen,
dass durch quantitative PCR durchaus verlédssliche Ergebnisse erzielt werden konnen. Bei
sechs der zwolf untersuchten DNA-Proben (Blut und Gewebe) konnten Deletionen eines oder
mehrerer Exons nachgewiesen werden. Bei einem Patienten liegt der Verdacht nahe, dass das
Kontrollexon, ein Exon eines anderen Gens (hMLH1, HNPCC) deletiert ist. Das hief3e, dass es

sich bei der Erkrankung dieses Patienten nicht um eine FAP sondern um ein HNPCC gehandelt

hat.

e PatDund E — delAPC (Blut)

e Pat.G — dell4, 2? (Blut)

e PatHundI — dell4/15 (Blut)

e PatK — delhMLH1 Exon 19 / dupl4,5,14 (Blut)

In der Literatur sind bisher 13 unterschiedliche submikroskopische Deletionen fiir das APC-
Gen beschrieben (De Rosa et al., 1999), (Flintoff et al., 2001), .(Su et al., 2000), (Sieber et al.,
2002), (Cao et al., 2000), (Bala et al., 1997), (Mandl et al., 1996), (Andreutti-Zaugg et al.,
1999). In dieser Arbeit wurden in einem Kollektiv von neun Patienten mit klinisch gesicherter
FAP und negativer Punktmutationsanalyse fiinf weitere Deletionen im APC-Gen als krank-
heitsverursachende Mutation nachgewiesen. Diese Erkenntnisse zusammengenommen legen
die Schlussfolgerung nahe, dass submikroskopische Deletionen im APC-Gen hiufiger vorkom-
men als bisher angenommen, eventuell weil sie durch konventionelle Methoden unentdeckt ge-
blieben sind.

Es ist offensichtlich, dass in Zukunft die FAP-Familien genauer und sorgféltiger untersucht

werden miissen, um mehr iiber genomische Anderungen und deren Folgen zu erfahren.
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8. Anhang

8.1. Oligonukleotide

APC Exons | Primersequenz Tym Linge (bp)

1 5' - AGGTCCAAGGGTAGCCAAGG - 3' 58°C 207
5' - TAAAAATGGATAAACTACAATTAAAAG - 3'

2 5' - AAATACAGAATCATGTCTTGAAGT - 3' 58°C 217
5'- ACACCTAAAGATGACAATTTGAG - 3'

3 5' - TAACTTAGATAGCAGTAATTTCCC - 3' 58°C 250
5'- ACAATAAACTGGAGTACACAAGG - 3'

4 5' - ATAGGTCATTGCTTCTTGCTGAT - 3' 58°C 196
5' - TGAATTTTAATGGATTACCTAGGT - 3'

5 5' - ATAGGTCATTGCTTCTTGCTGAT - 3' 58°C 244
5' - TGTAATTCATTTTATTCCTAATAGCTC - 3'

6 5' - GGTAGCCATAGTATGATTATTTCT - 3' 60°C 204
5' - CTACCTATTTTTATACCCACAAAC - 3'

7 5' - AAGAAAGCCTACACCATTTTTGC - 3' 62°C 249
5' - GATCATTCTTAGAACCATCTTGC - 3'

8 5' - ACCTATAGTCTAAATTATACCATC - 3' 56°C 183
5' - ACCTATAGTCTAAATTATACCATC - 3'

9 5' - AGTCGTAATTTTGTTTCTAAACTC - 3' 62°C 410
5' - TGAAGGACTCGGATTTCACGC - 3'

10 5' - AAACATCATTGCTCTTCAAATAAC - 3' 60°C 216
5' - TACCATGATTTAAAAATCCACCAG - 3'

11 5' - GATGATTGTCTTTTTCCTCTTGC - 3' 60°C 216
5' - CTGAGCTATCTTAAGAAATACATG - 3'

12 5' - TTTTAAATGATCCTCTATTCTGTAT - 3' 56°C 180
5'- ACAGAGTCAGACCCTGCCTCAAAG - 3'

13 5' - TTTCTATTCTTACTGCTAGCATT - 3' 56°C 307
5' - ATACACAGGTAAGAAATTAGGA - 3'

14 5' - TAGATGACCCATATTCTGTTTC - 3' 58°C 310
5' - CAATTAGGTCTTTTTGAGAGTA - 3'

15° 5-GTTACTGCATACACATTGTGAC-3' 60°C 373
5'-GCTTTTTGTTTCCTAACATGAAG-3'

15B 5' - AGTACAAGGATGCCAATATTATG - 3' 60°C 347
5' - ACTTCTATCTTTTTCAGAACGAG - 3'

15C 5' - ATTTGAATACTACAGTGTTACCC - 3' 60°C 390
5' - CTTGTATTCTAATTTGGCATAAGG - 3'

15D 5'- CTGCCCATACACATTCAAACAC - 3' 62°C 382
5' - TGTTTGGGTCTTGCCCATCTT - 3'

15E 5' - AGTCTTAAATATTCAGATGAGCAG - 3' 58°C 430
5' - GTTTCTCTTCATTATATTTTATGCTA - 3'

15F 5'- AAGCCTACCAATTATAGTGAACG - 3' 60°C 435
5' - AGCTGATGACAAAGATGATAATG - 3'

15G 5' - AAGAAACAATACAGACTTATTGTG - 3' 58°C 385
5' - AAGAAACAATACAGACTTATTGTG - 3'

15H 5'- ATCTCCCTCCAAAAGTGGTGC - 3' 60°C 411
5' - TCCATCTGGAGTACTTTCTGTG - 3'

151 5' - AGTAAATGCTGCAGTTCAGAGG - 3' 60°C 442
5' - TAGAAGTTTGTACACAGGCAGC - 3'

15] 5' - CCCAGACTGCTTCAAAATTACC - 3' 60°C 319
5'- GAGCCTCATCTGTACTTCTGC - 3'

15K 5'- CCCTCCAAATGAGTTAGCTGC - 3' 60°C 352
5' - TTGTGGTATAGGTTTTACTGGTG - 3'

15L 5'-ACCCAACAAAAATCAGTTAGATG-3' 60°C 415
5'-GTGGCTGGTAACTTTAGCCTC-3'
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I5SM 5' - ATGATGTTGACCTTTCCAGGG - 3' 58°C 254
5'- ATTGTGTAACTTTTCATCAGTTGC - 3'

ISN 5'- AAAGACATACCAGACAGAGGG - 3' 58°C 339
5' - CTTTTTTGGCATTGCGGAGCT - 3'

150 5'- AAGATGACCTGTTGCAGGAATG - 3' 58°C 292
5' - GAATCAGACGAAGCTTGTCTAGAT - 3'

15P 5'- CCATAGTAAGTAGTTTACATCAAG - 3' 56°C 411
5'- AAACAGGACTTGTACTGTAGGA - 3'

15Q 5'- CAGCCCCTTCAAGCAAACATG- 3' 56°C 373
5'- GAGGACTTATTCCATTTCTACC -3'

ISR 5'- CAGTCTCCTGGCCGAAACTC - 3' 60°C 362
5' - GTTGACTGGCGTACTAATACAG - 3'

158 5' - TGGTAATGGAGCCAATAAAAAGG - 3' 60°C 307
5' - TGGGAGTTTTCGCCATCCAC - 3'

IST 5'- TGTCTCTATCCACACATTCGTC - 3' 58°C 302
5' - ATGTTTTTCATCCTCACTTTTTGC - 3'

15U 5' - GGAGAAGAACTGGAAGTTCATC - 3' 56°C 402
5'- TTGAATCTTTAATGTTTGGATTTGC - 3'

15V 5'- TCTCCCACAGGTAATACTCCC - 3' 60°C 276
5' - GCTAGAACTGAATGGGGTACG - 3'

I5W 5'- CAGGACAAAATAATCCTGTCCC - 3' 58°C 307
5' - ATTTTCTTAGTTTCATTCTTCCTC - 3'

Kontroll-Primer
Gen und Exon | Primersequenz Twm Linge (bp)
hMLH1 Exon 5 |5 - GATTTTCTCTTTTCCCCTTGGG -3’ 54°C 190
5" — CAAACAAAGCTTCAACAATTTAC - 3’
hMLH1 Exon 19 |5 - GACACCAGTGTATGTTGG - 3’ 54°C 270
5" — AGAGAAAGAAGAACACATCCC -3’
hMSH?2 Exonl 5" = TCGCGCATTTTTCTTCAACC -3’ 54°C 285

5’ — GTCCCTCCCCAGCACGC -3’

8.2. Bedingungen und Zusammensetzung der Multiplex-PCR-Ansiitze

Alle Multiplex-Ansitze durchliefen dasselbe PCR-Programm.

PCR-Programm:

1.94°C
2.94°C
3.54°C
4.72°C
5.72°C

10min
1 min
1 min
1 min
10min

Schritte 2—4 wurden max. 40 mal wiederholt

8.2.1. 45h1914

10x PCR-Puffer
dNTPs (2pmol/ul)

Primer 4F, 5F, h19F, 14F (20pmol/ul)
Primer 4R, 5R, h19R, 14R (20pmol/ul)

DNA-Polymerase
DNA (50ng/ul)
H;0q

Sul
Sul

0.25ul
3ul
28.55ul

1ul, 1.2ul, 0.4ul, 1.5p1
1ul, 1.2ul, 0.4pl, 1.5ul

50ul



Anhang
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8.2.2. h57JDH

10x PCR-Puffer
dNTPs (2pmol/ul)

Primer hSF, 7F, 15JF, 15DF, 15HF (20pmol/ul)

Primer h5R, 7R, 15JR, 15DR, 15FR (20pmol/ul)

Sul
Sul
1pl, 1ul, 0.4ul, 1ul, 1.5ul
1pl, 1pl, 0.4ul, 1ul 1.5ul

DNA-Polymerase 0.25ul

DNA (50ng/ul) 3ul

Hy0hq 26.95ul
50ul

8.2.3. 11h1ALI

10x PCR-Puffer Sul

dNTPs (2pmol/ul) Sul

Primer 11F, h1F, 15AF, 15LF, 15IF (20pmol/ul)
Primer 11R, h1R, 15AR, 15LR, 15IF (20pmol/ul)

0.5ul, 0.7ul, 1pl, 1ul, 1ul
0.5ul, 0.7ul, 1pl, 1ul, 1ul

DNA-Polymerase 0.25ul

DNA (50ng/ul) 3ul

HyOug 28.35ul
50ul

8.2.4. 2Mh1T

10x PCR-Puffer Sul

dNTPs (2pmol/ul) Sul

Primer 2F, 15MF, h1F, 15TF (20pmol/ul)
Primer 2R, 15MR, h1R, 15TR (20pmol/ul)

1.5ul, 0.7ul, 1ul, 1pul
1.5ul, 0.7ul, 1ul, 1pul

DNA-Polymerase 0.25ul

DNA (50ng/ul) 3ul

Hzobd 2835”1
50ul

8.3. HPLC-Gradienten und Retentionszeiten

45h1914

Zeit (min) Puffer B (%) | Puffer A (%) Flow (ml/min) Retentionszeiten (min)
0 65 35 0.9 Extinktion Exon4d 17,15

3 48 52 0.75 521nm Exon5 18,70

10 48 52 0.75 Exonh19 | 19,00

19 35 65 0.75 Emission 536nm | Exonl4 20,03

20 35 65 0.75

20.1 0 100 0.75

20.6 0 100 0.75

20.7 65 35 0.75

h57JDH

Zeit (min) Puffer B (%) | Puffer A (%) Flow (ml/min) Retentionszeiten (min)
0 65 35 0.5 Extinktion Exonh5 13,40

3 48 52 0.75 495nm Exon7 15,60

8 48 52 0.75 Exonl5) | 17,70

17 35 65 0.75 Emission 520nm | Exon15D | 19,85

18 35 65 0.75 Exonl5H | 19,30

18.1 0 100 0.75

18.6 0 100 0.75

18.7 65 35 0.75




Anhang 99

11h1ALI/2Mh1T
Zeit (min) Puffer B (%) | Puffer A (%) Flow (ml/min) Retentionszeiten (min)
0 65 35 0.9 Extinktion Exonll 15,10
3 48 52 0.75 495nm Exonhl 18,30
8 48 52 0.75 Exonl5A 20,30
20 35 65 0.75 Emission 520nm | Exonl5L 21,20
21 35 65 0.75 Exon151 21,60
21.1 0 100 0.75 Exon2 15,50
21.6 0 100 0.75 Exonl5M | 17,50
21.7 65 35 0.75 Exonl5T 19,15

8.4. Sequenz von APC mit Aminosiuren und Intron-Exon Grenzen

Die Sequenzfolge wird dargestellt. Jede Zeile zeigt 50 Basen und direkt darunter die dazugeho-
rige Ubersetzung in Aminosiuren. Die Exongrenzen werden durch Hervorhebung der ersten

bzw. letzten Base angezeigt.

1 BTGGCTGCAG CTTCATATGA TCAGTTGTTA AAGCAAGTTG AGGCACTGAA 50

1 M--A--A--A --S--Y--D- -Q--L--L-- K--Q--V--E --A--L-—-K- 17
51 GATGGAGAAC TCAAATCTTC GACAAGAGCT AGAAGATAAT TCCAATCATC 100
18 -M--E--N-- §--N--L--R --Q--E--L- -E--D--N-- S--N--H--1 34
101 TTACAAAACT GGAAACTGAG GCATCTAATA TGAAGBAAGT ACTTAAACAA 150
35 --T--K--L- -E--T--E-- A--$--N--M --K--E--V- -L--K--Q—- 50
151 CTACAAGGAA GTATTGAAGA TGAAGCTATG GCTTCTTCTG GACAGATTGA 200
51 L--Q--G--§ --I--E--D- -E--A--M-- A--S--S--G —-Q--I--D- 67
201 TTTATTAGAG CGTCTTAAAGBGCTTAACTT AGATAGCAGT AATTTCCCTG 250
68 -L--L--E-— R—-L--K--E --L--N--L- -D--S--S-- N--F--P--G 84
251 GAGTAAAACT GCGGTCAAAA ATGTCCCTCC GTTCTTATGG AAGCCGGGAA 300
85 --V--K--L- -R--$--K-- M--$--L--R --S--Y--G- —-S—-R—-E—- 100
301 GGATCTGTAT CAAGCCGTTC TGGAGAGTGC AGTCCTGTTC CTATGGGITC 350
101 G--$--V--S§ --S--R--S- -G--E--C-- S--P--V--P --M--G--S- 117
351 ATTTCCAAGA AGAGGGTTTG TAAATGGAAG CAGAGAAAGT ACTGGATATT 400
118 -F--P--R-- R--G--F--V --N--G--S- -R--E--S-- T--G--Y--L 134
401 TAGAAGAACT TGAGAAAGAG ABBTCATTGC TTCTTGCTGA TCTTGACAAA 450
135 --E--E--L- -E--K--E-- R--S--L--L --L--A--D- -L--D--K—- 150
451 GAAGAAAAGG AAAAAGACTG GTATTACGCT CAACTTCAGA ATCTCACTAA 500
151 E--E--K--E —-K--D--W- -Y--Y--A-- Q--L--Q--N --L--T--K- 167
501 AAGAATAGAT AGTCTTCCTT TAACTGAAAA [TTTCCTTA CAAACAGATA 550
168 -R--I--D-- S--L--P--L --T--E--N- -F--S--L-- Q--T--D--M 184
551 TGACCAGAAG GCAATTGGAA TATGAAGCAA GGCAAATCAG AGTTGCGATG 600
185 --T--R--R- -Q--L--E-- Y--E--A--R --Q--I--R- -V--A--M-- 200
601 GAAGAACAAC TAGGTACCTG CCAGGATATG GAAAAACGAG CACABEGAAG 650
201 E--E--Q--L --G--T--C- -Q--D--M-- E--K--R--A —-Q--R--R- 217
651 AATAGCCAGA ATTCAGCAAA TCGAAAAGGA CATACTTCGT ATACGACAGC 700
218 -I--A--R-- I--Q--Q--1 --E--K--D- -I--L--R-— I--R--Q—-L 234
701 TTTTACAGTC CCAAGCAACA GAAGCAGAEE GGTCATCTCA GAACAAGCAT 750
235 --L--Q--S- -Q--A--T-- E--A--E--R --S$--S--Q- -N--K--H—- 250
751 GAAACCGGCT CACATGATGC TGAGCGGCAG AATGAAGGTC AAGGAGTGGG 800

251 E--T--G--S --H--D--A- -E--R--Q-— N--E--G--Q --G—-V--G- 267



Anhang 100
801 AGAAATCAAC ATGGCAACTT CTGGTAATGG TCAGBGTTCA ACTACACGAA 850
268 -E--I--N-- M--A--T--$ --G--N--G- -Q--G--S-- T--T-—-R--M 284
851 TGGACCATGA AACAGCCAGT GTTTTGAGTT CTAGTAGCAC ACACTCTGCA 900
285 --D--H--E- -T--A--S-- V--L--S--§ —--S--S—-T— —-H--S—-A—- 300
901 CCTCGRAGGC TGACAAGTCA TCTGGGAACC AABBTGGAAA TGGTGTATTC 950
301 P--R--R--L --T--S--H- -L--G--T-- K—-V-—-E--M —-V--Y--S- 317
951 ATTGTTGTICA ATGCTTGGTA CTCATGATAA GGATGATATG TCGCGAACTT 1000
318 -L--L--S-- M--L--G--T --H--D--K- -D--D--M-— S——R—-T—-L 334

1001 TGCTAGCTAT GTCTAGCTCC CAAGACAGCT GTATATCCAT GCGACAGTCT 1050
335 --L--A--M- -$--$--$-- Q--D--$--C --I--S--M- —R--Q--S—- 350
1051 GGATGTCTTC CTCTCCTCAT CCAGCTTTTA CATGGCAATG ACAAAGACTC 1100
351 G--C--L--P --L--L--I- -Q--L--L-- H--G--N--D —-K--D--S- 367
1101 TGTATTGTTG GGARATTCCC GGGGCAGTAA AGAGGCTCGG GCCAGGGCCA 1150
368 -V--L--L-- G--N--$--R --G--S--K- -E-—-A-—R-— A--R--A--§ 384
1151 GTGCAGCACT CCACAACATC ATTCACTCAC AGCCTGATGA CAAGAGAGGC 1200
385 --A--A--L- -H--N--I-- I--H--§--Q --P--D--D- -K-—R--G-- 400
1201 AGGCGTGAAA TCCGAGTCCT TCATCTTTTG GAACAGATAC GCGCTTACTG 1250
401 R--R--E--1 --R--V--L- -H--L--L-- E--Q--I--R —-A--Y-—C- 417
1251 TGAAACCTGT TGGGAGTGGC AGGAAGCTCA TGAACCAGGC ATGGACCAGG 1300
418 -E--T--C-- W--E--W--Q --E--A--H- -E--P--G-— M--D--Q--D 434
1301 ACAAAAATCC ABEGCCAGCT CCTGTTGAAC ATCAGATCTG TCCTGCTGTG 1350
435 --K--N--P- -M--P--A-- P--V--E--H --Q--I--C— -P-—-A—-V-- 450
1351 TGTGTTCTAA TGAAACTTTC ATTTGATGAA GAGCATAGAC ATGCAATGAA 1400
451 C--V--L--M --K--L--$- -F--D--E-- E--H--R—-H —-A—-M--N- 467
1401 TGAACTABEG GGACTACAGG CCATTGCAGA ATTATTGCAA GTGGACTGTG 1450
468 -E--L--G-- G--L--Q--A --I--A--E- -L--L--Q-— V--D--C—-E 484
1451 AAATGTACGG GCTTACTAAT GACCACTACA GTATTACACT AAGACGATAT 1500
485 --M--Y--G- -L--T--N-- D--H--Y--§ --I--T--L- -R--R—-Y—- 500
1501 GCTGGAATGG CTTTGACAAA CTTGACTTTT GGAGATGTAG CCAACARGEC 1550
501 A--G--M--A --L--T--N- -L--T--F-- G--D--V--A —-N--K—-A- 517
1551 TACGCTATGC TCTATGAAAG GCTGCATGAG AGCACTTGTG GCCCAACTAA 1600
518 -T--L--C-- S--M--K--G --C--M--R- -A--L--V-- A--Q--L--K 534
1601 AATCTGAAAG TGAAGACTTA CAGCABBTTA TTGCAAGTGT TTTGAGGAAT 1650
535 =--§--E--§- -E--D--L-- Q--Q--V--I --A--S--V- -L--R--N-- 550
1651 TTGTCTTGGC GAGCAGATGT AAATAGTAAA AAGACGTTGC GAGAAGTTGG 1700
551 L--S--W--R --A--D--V- -N--$--K-- K--T--L--R —-E--V-—G- 567
1701 AAGTGTGAAA GCATTGATGG AATGTGCTTT AGAAGTTAAA AAGBAATCAA 1750
568 ~-S--V--K-- A--L--M--E --C--A--L- -E--V--K-— K--E--S—-T 584
1751 CCCTCAARAAG CGTATTGAGT GCCTTATGGA ATTTGTCAGC ACATTGCACT 1800
585 --L--K--S- -V--L--$-- A--L--W--N --L--S-—-A- -H--C—-T-- 600
1801 GAGAATAAAG CTGATATATG TGCTGTAGAT GGTGCACTTG CATTTTTGGT 1850
601 E--N--K--A --D--I--C- -A--V--D-- G--A--L--A --F--L--V- 617
1851 TGGCACTCTT ACTTACCGGA GCCAGACAAA CACTTTAGCC ATTATTGAAA 1900
618 -G--T--L-- T--Y--R--§ --Q--T--N- -T--L--A-- I--I--E--§ 634
1901 GTGGAGGTGG GATATTACGG AATGTGTCCA GCTTGATAGC TACAAATGAG 1950
635 --G--G--G- -I--L--R-- N--V--§--§ --L--I--A- -T--N--E—- 650
1951 GACCACABEBC AAATCCTAAG AGAGAACAAC TGTCTACAAA CTTTATTACA 2000
651 D--H--R--Q --I--L--R- -E--N--N-- C--L--Q--T --L--L--Q- 667
2001 ACACTTAAAA TCTCATAGTT TGACAATAGT CAGTAATGCA TGTGGAACTT 2050
668 -H--L--K-- S--H--S--L --T--I--V- -S--N--A-- C--G--T--L 684



Anhang 101
2051 TGTGGAATCT CTCAGCAAGA AATCCTAAAG ACCAGGAAGC ATTATGGGAC — 2100
685 --W--N--L- —S--A-—-R-— N--P——-K--D —-—-Q--E--A- —-L--W--D-— 700
2101 ATGGGGGCAG TTAGCATGCT CAAGAACCTC ATTCATTCAA AGCACAAAAT 2150
701 M--G--A--V --S--M--L- -K--N--L-— I--H--S——-K ——H-—K——M- 717
2151 GATTGCTATG GGAAGTGCTG CAGCTTTAAG GAATCTCATG GCAARATAGGC — 2200
718 -I--A--M-- G--S--A--A --A--L--R- -N--L--M-— A--N--R—-P 734
2201 CTGCGAAGTA CAAGGATGCC AATATTATGT CTCCTGGCTC AAGCTTGCCA 2250
735 —-A--K--Y- -K--D--A-— N--I--M--§ ——P-—G——S— —S——L——P—- 750
2251 TCTCTTCATG TTAGGAAACA AAAAGCCCTA GAAGCAGAAT TAGATGCTCA 2300
751 $--L--H--V --R--K--Q- —-K--A--L-— E--A--E--L --D-—-A--Q- 767
2301 GCACTTATCA GAAACTTTTG ACAATATAGA CAATTTAAGT CCCAAGGCAT 2350
768 -H--L--S-- E--T--F--D --N--I--D- -N--L--S—— P——K——A—-§ 784
2351 CTCATCGTAG TAAGCAGAGA CACAAGCAAA GTCTCTATGG TGATTATGIT 2400
785 --H--R-—-S5—- -K--Q--R-- H--K--Q--5 —-L--Y-—-G- -D—-Y--V-- 800
2401 TTTGACACCA ATCGACATGA TGATAATAGG TCAGACAATT TTAATACTGG 2450
801 F--D--T--N —-R--H--D- -D--N--R-- S—-D--N--F —-N--T-—G- 817
2451 CAACATGACT GTCCTTTCAC CATATTTGAA TACTACAGTG TTACCCAGCT 2500
818 -N--M--T-- V--L--S-—P —-Y-—-L--N- -T--T--V-— L--P--5--§ 834
2501 CCTCTTCATC AAGAGGAAGC TTAGATAGTT CTCGTTCTGA AARAGATAGA 2550
835 --S--S--S- -R--G--S-— L--D--S$--S —-R-—-S——E—- —K-—-D——R—- 850
2551 AGTTTGGAGA GAGAACGCGG AATTGGTCTA GGCAACTACC ATCCAGCAAC — 2600
851 S--L--E--R —-E--R-—-G- -I--G--L-- G—-N--Y--H —--P--A--T- 867
2601 AGAAAATCCA GGAACTTCTT CAAAGCGAGG TTTGCAGATC TCCACCACTG 2650
868 -E--N--P-- G--T--S--S --K--R--G- -L--Q--I-— S—-T--T—-A 884
2651 CAGCCCAGAT TGCCAAAGTC ATGGAAGAAG TGTCAGCCAT TCATACCICT 2700
885 --A--Q--I- -A--K--V-— M-—-E--E--V —--S——A——I- —H--T-—-S—- 900
2701 CAGGAAGACA GAAGTTCTGG GTCTACCACT GAATTACATT GTGTGACAGA 2750
901 Q--E--D--R --§--§--G- -§--T--T-- E--L--H--C —-V--T--D- 917
2751 TGAGAGAAAT GCACTTAGAA GAAGCTCTGC TGCCCATACA CATTCAAACA 2800
918 -E-—R--N-- A--L--R--R --§--S--A- -A--H--T-- H--S—-N--T 934
2801 CTTACAATTT CACTAAGTCG GAAAATTCAA ATAGGACATG TTCTATGCCT 2850
935 --Y--N--F- -T--K--S-- E--N--$--N —--R--T--C- —-S--M-—-P—- 950
2851 TATGCCAAAT TAGAATACAA GAGATCTTCA AATGATAGTT TAAATAGIGT 2900
951 Y--A--K--L —-E--Y-—-K- -R-—-5--S-- N--D--5--L —-N--5--V- 967
2901 CAGTAGTAGT GATGGTTATG GTAAAAGAGG TCAAATGAAA CCCTCGATTG 2950
968 -S--S--S-— D--G--Y--G --K--R--G- -Q--M--K-- P--S--I--E 984
2951 AATCCTATTC TGAAGATGAT GAAAGTAAGT TTTGCAGTTA TGGTCAATAC 3000
985 --S--Y--S- -E--D--D-- E--S--K--F --C--S--Y- -G--Q--Y-- 1000
3001 CCAGCCGACC TAGCCCATAA AATACATAGT GCAAATCATA TGGATGATAA 3050
1001 P--A--D--L --A--H--K- -I--H--S-— A--N--H--M --D--D--N- 1017
3051 TGATGGAGAA CTAGATACAC CAATAAATTA TAGTCTTAAA TATTCAGATG 3100
1018 -D--G--E-— L--D--T--P --I--N--Y- -S--L--K-- Y--S--D--E 1034
3101 AGCAGTTGAA CTCTGGAAGG CAAAGTCCTT CACAGAATGA AAGATGGGCA 3150
1035 --Q--L--N- -§--G--R-- Q--S--P--S --Q--N--E- —-R--W--A-— 1050
3151 AGACCCAAAC ACATAATAGA AGATGAAATA ARACARAGTG AGCAAAGACA 3200
1051 R--P--K--H --I--I--E- -D--E--I-- K--Q--S--E --Q--R——Q- 1067
3201 ATCAAGGAAT CAAAGTACAA CTTATCCTGT TTATACTGAG AGCACTGATG 3250
1068 -S-—R--N-- Q--§--T--T --Y--P--V- -Y--T--E-- S—-T--D--D 1084
3251 ATAAACACCT CAAGTTCCAA CCACATTTTG GACAGCAGGA ATGTIGTTTICT 3300
1085 --K--H--L- -K--F--Q-- P--H--F--G --Q--Q--E- -C--V--S—— 1100



Anhang 102
3301 CCATACAGGT CACGGGGAGC CAATGGTTCA GAAACAAATC GAGTGGGITC 3350
1101 P--Y--R-—-S --R-—-G-—A- -N--G--S-— E--T--N--R --V-—-G--S- 1117
3351 TAATCATGGA ATTAATCAAA ATGTAAGCCA GTCTTTGTGT CAAGAAGATG 3400
1118 -N--H--G-- I--N--Q--N --V--$--Q- -S--L--C-- Q--E--D--D 1134
3401 ACTATGAAGA TGATAAGCCT ACCAATTATA GTGAACGTTA CTCTGAAGRAA 3450
1135 --Y--E--D- -D--K--P-- T--N--Y--S --E--R--Y- -S--E-—-E—— 1150
3451 GAACAGCATG AAGAAGAAGA GAGACCAACA AATTATAGCA TAAARATATAA 3500
1151 E--Q--H--E --E--E--E- -R--P--T-- N--Y--5--I —-K—-Y--N- 1167
3501 TGAAGAGAAA CGTCATGTGG ATCAGCCTAT TGATTATAGT TTAAAATATG 3550
1168 -E--E--K-— R--H--V--D --Q--P--I- -D--Y--S—- L--K--Y--A 1184
3551 CCACAGATAT TCCTTCATCA CAGAAACAGT CATTTTCATT CTCAAAGAGT 3600
1185 --T--D--I- -P--§--S-- Q--K--Q--S —-F--S--F- -S-—-K-—-S—— 1200
3601 TCATCTGGAC AAAGCAGTAA AACCGAACAT ATGTCTTCAA GCAGTGAGRAA 3650
1201 $--5--G--Q --S--S—-K- -T--E--H-- M--S--5--§ --S——E--N- 1217
3651 TACGTCCACA CCTTCATCTA ATGCCAAGAG GCAGAATCAG CTCCATCCAA 3700
1218 -T--S--T-— P--5--5--N --A--K--R- —Q--N--Q-- L--H--P--S5 1234
3701 GTTCTGCACA GAGTAGAAGT GGTCAGCCTC ARAAGGCTGC CACTTGCARA 3750
1235 --S--A-—-Q- -S--R-—-S-- G-—-Q--P--Q —-K--A-—-A- -T-—C--K-- 1250
3751 GITTCTTCTA TTAACCAAGA AACAATACAG ACTTATTGTG TAGAAGATAC 3800
1251 V--§--§--I --N--Q--E- -T--I--Q-- T--Y--C--V —-E--D--T- 1267
3801 TCCAATATGT TTTTCAAGAT GTAGTTCATT ATCATCTTTG TCATCAGCTG 3850
1268 -p--I--C-— F--S--R--C --8--S--L- —-S--S--L-- S--S——-A--E 1284
3851 AAGATGARAT AGGATGTAAT CAGACGACAC AGGAAGCAGA TTCTGCTAAT 3900
1285 --D--E--I- -G--C--N-- Q--T--T--Q --E--A--D- -S--A--N-— 1300
3901 ACCCTGCAAA TAGCAGAAAT AAAAGAAAAG ATTGGAACTA GGTCAGCTGA 3950
1301 T--L--Q--I --A--E--I- -K--E--K-- I--G--T--R --S—-A--E- 1317
3951 AGATCCTGTG AGCGAAGTTC CAGCAGTGTC ACAGCACCCT AGAACCARAT 4000
1318 -D--P--V-— S--E--V--P --A--V--S5- -Q--H--P-- R-—-T--K-—-S5 1334
4001 CCAGCAGACT GCAGGGTTCT AGTTTATCTT CAGAATCAGC CAGGCACARA 4050
1335 --S--R--L- -Q--G--S-- S--L--§--S --E--S--A- -R--H--K—— 1350
4051 GCTGTTGAAT TTTCTTCAGG AGCGAAATCT CCCTCCAAAA GTGGTGCTCA 4100
1351 A--V--E--F --5--§--G- -A--K--S-- P--S--K--S —-G--A-—Q- 1367
4101 GACACCCAAA AGTCCACCTG AACACTATGT TCAGGAGACC CCACTCATGT 4150
1368 -T--P--K-— S--P-—P--E --H--Y--V- —Q--E--T-- P--L—-M--F 1384
4151 TTAGCAGATG TACTTCTGTC AGTTCACTTG ATAGTTTTGA GAGTCGTTCG 4200
1385 --S--R--C- -T--S--V-- S--S--L--D --S--F--E- -S--R--S5-— 1400
4201 ATTGCCAGCT CCGTTCAGAG TGAACCATGC AGTGGAATGG TAAGTGGCAT 4250
1401 I--A--S--S --V-—-Q--S- -E-—P--C-— S--G--M-—-V --5--G--I- 1417
4251 TATAAGCCCC AGTGATCTTC CAGATAGCCC TGGACAARACC ATGCCACCAA 4300
1418 -I--S--P-— S--D--L--P --D--S--P- —-G--Q--T-- M--P——-P--S5 1434
4301 GCAGAAGTAA AACACCTCCA CCACCTCCTC ARACAGCTCA AACCAAGCGA 4350
1435 --R--S--K- -T--P-—P-- P-—P--P-—-Q —-T--A-—-Q- -T--K--R-- 1450
4351 GAAGTACCTA AAAATAAAGC ACCTACTGCT GAAAAGAGAG AGAGTGGACC 4400
1451 E--V--P--K --N--K--A- -P--T--A-- E--K--R-—-E --S-—G——-P- 1467
4401 TAAGCAAGCT GCAGTAAATG CTGCAGTTCA GAGGGTCCAG GTTCTTCCAG 4450
1468 -K--Q--A-— A--V--N--A —-A--V--Q- -R--V--Q-- V--L--P—-D 1484
4451 ATGCTGATAC TTTATTACAT TTTGCCACGG ARAGTACTCC AGATGGATTT 4500
1485 --A--D--T- -L--L--H-- F--A--T--E --S--T--P- -D--G-—-F—— 1500
4501 TCTTGTTCAT CCAGCCTGAG TGCTCTGAGC CTCGATGAGC CATTTATACA 4550
1501 §--C--$--§ --S--L--S- -A--L--S-- L--D--E--P —-F—-I--Q- 1517



Anhang 103
4551 GAAAGATGTG GAATTAAGAA TAATGCCTCC AGTTCAGGAA AATGACAATG 4600
1518 -K--D--V-- E--L--R--I --M--P--P- -V--Q--E-- N--D--N--G 1534
4601 GGAATGAAAC AGAATCAGAG CAGCCTAAAG AATCAAATGA AAACCAAGAG 4650
1535 --N--E--T- -E--S—-E-- Q--P-—-K--E --S—-N--E- -N--Q--E-- 1550
4651 AAAGAGGCAG AAAAAACTAT TGATTCTGAA AAGGACCTAT TAGATGATTC 4700
1551 K--E--A--E --K--T--I- -D--S--E-- K--D--L--L --D--D--S5- 1567
4701 AGATGATGAT GATATTGAAA TACTAGAAGA ATGTATTATT TCTGCCATGC 4750
1568 -D--D--D-- D--I-—-E--I --L--E--E- -C--I--I-- S--A--M--P 1584
4751 CAACARAGTC ATCACGTAAA GCAAAAAAGC CAGCCCAGAC TGCTTCAAAA 4800
1585 --T--K--S- -S--R--K-- A--K--K--P --A--Q--T- -A--S--K-- 1600
4801 TTACCTCCAC CTGTGGCAAG GAAACCAAGT CAGCTGCCTG TGTACAAACT 4850
1601 L--P--P--P --V--A--R- -K--P--§-- Q--L--P--V --Y--K--L- 1617
4851 TCTACCATCA CAAAACAGGT TGCAACCCCA AAAGCATGTT AGTTTTACAC — 4900
1618 -L--P--S-- Q--N--R--L --Q--P--Q- -K--H--V-- S--F--T--P 1634
4901 CGGGGGATGA TATGCCACGG GTGTATTGTG TTGAAGGGAC ACCTATAAAC 4950
1635 --G--D--D- -M--P--R-- V--Y--C--V --E--G--T- -P--I--N-- 1650
4951 TTTTCCACAG CTACATCTCT AAGTGATCTA ACAATCGAAT CCCCTCCAAA 5000
1651 F--S--T--A --T--S--L- -S--D--L-- T--I--E--S --P--P--N- 1667
5001 TGAGTTAGCT GCTGGAGAAG GAGTTAGAGG AGGAGCACAG TCAGGTGAAT 5050
1668 -E--L--A-- A--G-—-E--G --V-—-R--G- -G--A--Q-- S--G--E--F 1684
5051 TTGAARAACG AGATACCATT CCTACAGAAG GCAGAAGTAC AGATGAGGCT 5100
1685 --E--K--R- -D--T--I-- P--T--E--G --R--$--T- -D--E--A-— 1700
5101 CAAGGAGGAA AAACCTCATC TGTAACCATA CCTGAATTGG ATGACAATAA 5150
1701 Q--G--G--K --T--S--5- -V--T--I-- P--E--L--D --D--N--K- 1717
5151 AGCAGAGGAA GGTGATATTC TTGCAGAATG CATTAATTCT GCTATGCCCA 5200
1718 -A--E--E-- G--D--I--L --A--E--C- -I--N--S-- A--M--P--K 1734
5201 AAGGGAAAAG TCACAAGCCT TTCCGTGTGA AAAAGATAAT GGACCAGGTC 5250
1735 --G--K--S- -H--K--P-- F--R--V--K --K--I--M- -D--Q--V-- 1750
5251 CAGCAAGCAT CTGCGTICGTC TTCTGCACCC AACAAAAATC AGTTAGATGG 5300
1751 Q--Q--A--§5 --A--S--5- -S--A--P-- N--K--N--Q --L--D--G- 1767
5301 TAAGAAAAAG AAACCAACTT CACCAGTAAA ACCTATACCA CAAAATACTIG 5350
1768 -K--K--K-- K--P--T--§ --P--V--K- -P--I--P-- Q--N--T--E 1784
5351 AATATAGGAC ACGTGTAAGA AAAAATGCAG ACTCAAAAAA TAATTTAAAT 5400
1785 --Y--R--T- -R--V--R-- K--N--A--D --S--K--N- -N--L--N-- 1800
5401 GCTGAGAGAG TTTTCTCAGA CAACAAAGAT TCAAAGAAAC AGAATTTGAA 5450
1801 A--E--R--V --F--S--D- -N--K--D-- S--K--K--Q --N--L--K- 1817
5451 AAATAATTCC AAGGACTTCA ATGATAAGCT CCCAAATAAT GAAGATAGAG 5500
1818 -N--N--S-- K--D--F--N --D--K--L- -P--N--N-- E--D--R--V 1834
5501 TCAGAGGAAG TTTTGCTTTT GATTCACCTC ATCATTACAC GCCTATTGAA 5550
1835 --R--G--S- -F--A--F-- D--S--P--H --H--Y--T- -P--I--E-- 1850
5551 GGAACTCCTT ACTGTTTTTC ACGAAATGAT TCTTTGAGTT CTCTAGATTT 5600
1851 G--T--P--Y --C--F--S- -R--N--D-- S--L--$--S --L--D--F- 1867
5601 TGATGATGAT GATGTTGACC TTTCCAGGGA ARAGGCTGAA TTAAGARAGG 5650
1868 -D--D--D-- D--V--D--L --S--R--E- -K--A--E-- L--R--K--A 1884
5651 CAAAAGAAAA TAAGGAATCA GAGGCTAAAG TTACCAGCCA CACAGAACTA 5700
1885 --K--E--N- -K--E--S-- E--A-—-K--V --T--S--H- -T--E--L-- 1900
5701 ACCTCCAACC AACAATCAGC TAATAAGACA CAAGCTATTG CAAAGCAGCC 5750
1901 T--S--N--Q --Q--S--A- -N--K--T-- Q--A--I--A --K--Q--P- 1917
5751 AATAAATCGA GGTCAGCCTA AACCCATACT TCAGAAACAA TCCACTTTTC 5800
1918 -I--N--R-- G--Q--P--K --P--I--L- -Q--K--Q-- S--T--F--P 1934



Anhang 104
5801 CCCAGTCATC CAAAGACATA CCAGACAGAG GGGCAGCAAC TGATGAARAG 5850
1935 --Q--S--5—- -K--D-—-I-- P--D--R--G —-A--A--T- -D-—-E--K-- 1950
5851 TTACAGAATT TTGCTATTGA AAATACTCCA GTTTGCTTTT CTCATAATTC 5900
1951 L--Q--N--F --A--I--E- -N--T--P-- V--C--F--S —-H--N--S5- 1967
5901 CTCTCTGAGT TCTCTCAGTG ACATTGACCA AGAAAACAAC AATAAAGAAA 5950
1968 -S--L--S-— S--L--§--D —-I--D--Q- -E--N--N-- N--K--E--N 1984
5951 ATGAACCTAT CAAAGAGACT GAGCCCCCTG ACTCACAGGG AGAACCAAGT 6000
1985 --E--P--I- -K--E--T-- E--P--P--D --5--Q--G- -E--P-—-S—— 2000
6001 AAACCTCAAG CATCAGGCTA TGCTCCTAAA TCATTTCATG TTGAAGATAC 6050
2001 K--P-—Q--A --S5--G--Y- —A--P--K-— S--F--H--V —-E--D--T- 2017
6051 CCCAGTTTGT TTCTCAAGAA ACAGTTCTCT CAGTTCTCTT AGTATTGACT 6100
2018 -P--V--C-- F--S--R--N --S§--S§--L- -S——-S——-L-— S——I--D--S 2034
6101 CTGAAGATGA CCTGTTGCAG GAATGTATAA GCTCCGCAAT GCCAAAAAAG 6150
2035 --E--D--D- -L--L--Q-- E--C--I--S --S-—-A--M- —-P—-K--K-— 2050
6151 AAAAAGCCTT CAAGACTCAA GGGTGATAAT GAAAAACATA GTCCCAGAAA 6200
2051 K--K--P--S§ --R--L--K- —-G--D--N-— E--K-—-H--S ——P--R--N- 2067
6201 TATGGGTGGC ATATTAGGTG AAGATCTGAC ACTTGATTTG AAAGATATAC 6250
2068 -M--G-—-G-- I--L--G--E —-D--L--T—- -L--D--L-- K—-D--I--Q 2084
6251 AGAGACCAGA TTCAGAACAT GGTCTATCCC CTGATTCAGA AAATTTTGAT 6300
2085 --R--P--D- -S--E--H-- G--L-—-S——P —-D--S——E— -N--F--D-— 2100
6301 TGGAAAGCTA TTCAGGAAGG TGCAAATTCC ATAGTAAGTA GTTTACATCA 6350
2101 W--K--A--I --Q--E--G- —A--N--S-— I--V--5--S —-L--H--Q- 2117
6351 AGCTGCTGCT GCTGCATGTT TATCTAGACA AGCTTCGTCT GATTCAGATT 6400
2118 -A--A--A-- A--A--C--L --S—-R-—Q— -A-—-S——-S—— D-—-S—-D--S5 2134
6401 CCATCCTTTC CCTGAAATCA GGAATCTCTC TGGGATCACC ATTTCATCTT 6450
2135 --I--L--S- -L--K--S-- G--I--S—-L --G-—-S——P— —-F——H—-L—— 2150
6451 ACACCTGATC AAGAAGAAAA ACCCTTTACA AGTAATAAAG GCCCACGAAT 6500
2151 T--P--D--Q --E--E--K- -P-—-F—-T-— S——-N--K--G ——P——R——-I- 2167
6501 TCTAAAACCA GGGGAGAAAA GTACATTGGA AACTAAAAAG ATAGAATCTG 6550
2168 -L--K--P-- G--E--K--S —-T--L-—-E- -T--K-——K-— I--E--S——-E 2184
6551 AAAGTAAAGG AATCAAAGGA GGAAAAAAAG TTTATARAAG TTTGATTACT 6600
2185 --S--K--G- -I--K--G-— G-—-K-—K——V ——-Y——K——S— —-L-—I--T-— 2200
6601 GGAAAAGTTC GATCTAATTC AGAAATTTCA GGCCAAATGA AACAGCCCCT 6650
2201 G--K--V--R --S--N--S5- —-E--I--5-— G--Q--M--K -—Q--P--L—- 2217
6651 TCAAGCAAAC ATGCCTTCAA TCTCTCGAGG CAGGACAATG ATTCATATTC 6700
2218 -Q--A--N-- M--P--S--I --S--R-—-G- -R--T--M-- I--H--I--P 2234
6701 CAGGAGTTCG AAATAGCTCC TCAAGTACAA GTCCTGTTTC TAAAARAGGC 6750
2235 --G--V--R- -N--§--S-- §--S--T-—-S5 --P--V--S5- -K--K--G—— 2250
6751 CCACCCCTTA AGACTCCAGC CTCCAAAAGC CCTAGTGAAG GTCAAACAGC 6800
2251 P--P--L--K --T--P--A- —-S--K--5-— P-—-S5——-E--G ——Q--T--A- 2267
6801 CACCACTTCT CCTAGAGGAG CCAAGCCATC TGTGAAATCA GAATTAAGCC 6850
2268 -T--T--S-- P--R--G--A ——K--P--S— -V--K--S-- E--L--S-—-P 2284
6851 CTGTTGCCAG GCAGACATCC CAAATAGGTG GGTCAAGTAA AGCACCTTCT 6900
2285 --V--A--R- -Q--T--S-- Q--I--G-—G ——-S——S——K—- —A-—P——-S—— 2300
6901 AGATCAGGAT CTAGAGATTC GACCCCTTCA AGACCTGCCC AGCAACCATT 6950
2301 R--S--G--S --R--D--S- -T--P—-S-— R-—P——A-—Q ——Q-—P—-L- 2317
6951 AAGTAGACCT ATACAGTCTC CTGGCCGAAA CTCAATTTCC CCTGGTAGAA 7000
2318 -S--R--P-- I--Q--S--P --G--R--N- -S——I--S-— P-—G——R—-N 2334
7001 ATGGAATAAG TCCTCCTAAC AAATTATCTC AACTTCCAAG GACATCATCC 7050
2335 --G--I--S- -P--P--N-- K--L--§-—Q —-L-—-P——R- —-T-—-S——-S-— 2350
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7051 CCTAGTACTG CTTCAACTAA GTCCTCAGGT TCTGGAAAAA TGTCATATAC 7100
2351 P--S--T--A --5--T--K- -$--S--G-— S-—G——-K--M —-S—-Y--T- 2367
7101 ATCTCCAGGT AGACAGATGA GCCAACAGAA CCTTACCAAA CAAACAGGIT 7150
2368 -5--P--G-— R--Q--M--S --0--Q--N- -L--T--K-- Q--T--G--L 2384
7151 TATCCAAGAA TGCCAGTAGT ATTCCAAGAA GTGAGTCTGC CTCCAAAGGA 7200
2385 --5--K--N- -A--S--S-— I--P--R--5 --E--S—-A- -5--K--G-- 2400
7201 CTAAATCAGA TGAATAATGG TAATGGAGCC AATAAAAAGG TAGRAACTTTC 7250
2401 L--N--Q--M --N--N--G- -N--G-—-A-- N--K--K--V --E--L--S- 2417
7251 TAGAATGTCT TCAACTAAAT CAAGTGGAAG TGAATCTGAT AGATCAGAAA 7300
2418 -R--M--S-- S--T--K--S --S--G--S- -E--S--D-— R--S—-E--R 2434
7301 GACCTGTATT AGTACGCCAG TCAACTTTCA TCAAAGAAGC TCCAAGCCCA 7350
2435 --P--V--L- -V--R--Q-- S--T--F—-I --K--E--A- -P--S——-P-- 2450
7351 ACCTTAAGAA GAAAATTGGA GGAATCTGCT TCATTTGAAT CTCTTTCTCC 7400
2451 T--L--R--R --K--L--E- -E--S—-A-— S——-F--E--S —-L--S--P— 2467
7401 ATCATCTAGA CCAGCTTCTC CCACTAGGTC CCAGGCACAA ACTCCAGITT 7450
2468 -S--S--R-- P--A--5--P --T--R--S- -Q-—-A-—-Q-— T--P—-V--L 2484
7451 TAAGTCCTTC CCTTCCTGAT ATGTCTCTAT CCACACATTC GICTGTITCAG 7500
2485 --S--P--S- -L--P--D-- M--S--L--S —-T--H--S- -S--V--Q-— 2500
7501 GCTGGTGGAT GGCGAAAACT CCCACCTAAT CTCAGTCCCA CTATAGAGTA 7550
2501 A--G--G--W --R--K--L- -P--P--N-- L--§--P—-T --I--E--Y- 2517
7551 TAATGATGGA AGACCAGCAA AGCGCCATGA TATTGCACGG TCTCATTCTG 7600
2518 -N--D--G-- R--P--A--K --R--H--D- -I--A--R--— S--H--S--E 2534
7601 AAAGTCCTTC TAGACTTCCA ATCAATAGGT CAGGAACCTG GAAACGTGAG 7650
2535 --§--P--S- -R--L--P-— I--N--R--§ --G--T--W- -K--R--E-- 2550
7651 CACAGCAAAC ATTCATCATC CCTTCCTCGA GTAAGCACTT GGAGAAGAAC 7700
2551 H--S--K--H --§--S--S- -L--P--R-- V--§--T--W --R--R--T- 2567
7701 TGGAAGTITCA TCTTCAATTC TTTCTGCTTC ATCAGAATCC AGTGAAAAAG 7750
2568 -G--S--S—— S--S--I--L --S--A-—-S- -S--E--S-- S--E--K--A 2584
7751 CAAAAAGTGA GGATGAAAAA CATGTGAACT CTATTTCAGG AACCAAACAA 7800
2585 --K--S-—-E- -D--E--K-- H--V--N--§ --I--S--G- -T--K--Q-- 2600
7801 AGTAAAGAAA ACCAAGTATC CGCAAAAGGA ACATGGAGAA AAATAAAAGA 7850
2601 S--K--E--N --Q--V--S- -A--K--G-- T--W--R--K --I--K--E- 2617
7851 AAATGAATTT TCTCCCACAA ATAGTACTTC TCAGACCGTT TCCTCAGGTG 7900
2618 -N--E--F-- S--P--T--N --S--T--S- -Q--T--V-— S--S--G--A 2634
7901 CTACAAATGG TGCTGAATCA AAGACTCTAA TTTATCAAAT GGCACCTIGCT 7950
2635 --T--N--G- -A--E--S-- K--T--L--I --Y-—Q--M- —-A--P--A-— 2650
7951 GTTTCTAAAA CAGAGGATGT TTGGGTGAGA ATTGAGGACT GTCCCATTAA 8000
2651 V--S--K--T --E--D--V- -W--V--R--— I--E--D--C —--P--I--N- 2667
8001 CAATCCTAGA TCTGGAAGAT CTCCCACAGG TAATACTCCC CCGGTGATTG — 8050
2668 -N--P--R-- S--G--R--S --P--T--G- -N--T--P-— P--V--I--D 2684
8051 ACAGTGTTTC AGAARAGGCA AATCCAAACA TTAAAGATTC AAAAGATAAT 8100
2685 --S--V--S- -E--K--A-- N--P--N--I --K--D--S- -K--D--N-- 2700
8101 CAGGCAAAAC AAAATGTGGG TAATGGCAGT GTTCCCATGC GTACCGTGGG ~ 8150
2701 Q--A--K--Q --N--V--G- -N--G--S-- V--P--M--R --T--V--G- 2717
8151 TTTGGAAAAT CGCCTGAACT CCTTTATTCA GGTGGATGCC CCTGACCAAA 8200
2718 -L--E--N-- R--L--N--§ --F--I--Q- -V--D--A-- P--D--Q--K 2734
8201 AAGGAACTGA GATAAAACCA GGACAAAATA ATCCTGTCCC TGTATCAGAG 8250
2735 --G--T--E- -I--K--P-- G--Q--N--N --P--V--P- -V--S--E-- 2750
8251 ACTAATGAAA GTTCTATAGT GGAACGTACC CCATTCAGTT CTAGCAGCTC 8300
2751 T--N--E--§ --§--I--V- -E--R--T-- P--F--S$--5 --S--S--5- 2767
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8301 AAGCAAACAC AGTTCACCTA GTGGGACTGT TGCTGCCAGA GTGACTCCTT 8350
2768 -S--K--H-- S--8--P--S ——G--T--V- -A--A—-R-- V--T--P--F 2784

8351 TTAATTACAA CCCAAGCCCT AGGAAAAGCA GCGCAGATAG CACTTCAGCT — 8400
2785 --N--Y--N- -P--S--P-— R--K-—-S§-—-S5 ——A--D——-S— —-T-—S——A-— 2800

8401 CGGCCATCTC AGATCCCAAC TCCAGTGAAT AACAACACAA AGAAGCGAGA 8450
2801 R--P--S--Q --I--P--T- -P--V--N-— N--N--T--K —-K-—R--D- 2817

8451 TTCCAAAACT GACAGCACAG AATCCAGTGG AACCCAAAGT CCTAAGCGCC 8500
2818 -S--K--T-- D--S--T--E --S--5--G- -T--Q-—S—— P——K-—R——-H 2834

8501 ATTCTGGGTC TTACCTTGTG ACATCTGTMiT aa
2835 =--5--G--S- -Y--L--V-- T--5--V--*% —-

8.5. Homologien von APC-Aminosiuresequenzen verschiedener Spezies

Die folgende Tabelle zeigt die Homologien der Aminoséduresequenz zwischen Mensch (homo-
AS), Maus (musAS) und Xenopus (xenoAS). Die graue Unterlegung indiziert die homo-logen

Aminoséuren.

1 50
homoAS MAAASYDQLL KQVEALKMEN SNLRQELEDN SNHLTKLETE ASNMKEVLKQ
musAS MAAASYDQLL KQVEALKMEN SNLRQELEDN SNHLTKLETE ASNMKEVLKQ
xenoAS MAAASYDQLV KQVEALTMEN TNLRQELEDN SNHLTKLETE ATNMKEVLKQ

51 100
homoAS LQGSIEDEAM ASSGQIDLLE RLKELNLDSS NFPGVKLRSK MSLRSYGSRE
musAS LQGSIEDETM TS.GQIDLLE RLKEFNLDS. NFPGVKLRSK MSLRSYGSRE
xenoAS LQOGSIEDEAM ASSGPIDLLE RFKDLNLDSS NIPAGKARPK MSMRSYGSRE

101 150
homoAS GSVSSRSGEC SPVPMGSFPR RGFVNGSRES TGYLEELEKE RSLLLADLDK
musAS GSVSSRSGEC SPVPMGSFPR RTFVNGSRES TGYLEELEKE RSLLLADLDK
xenoAS GSLSGHSGEC SPVPVGSEFQOR RGLLNGSRES AGYMEELEKE RLLLIAEHEK

151 200
homoAS EEKEKDWYYA QLONLTKRID SLPLTENFSL QTDMTRRQLE YEARQIRVAM
musAS EEKEKDWYYA QLONLTKRID SLPLTENFSL QTDMTRRQLE YEARQIRAAM
xenoAS EEKEKRWYYA QLONLTKRID SLPLTENFSM QTDMTRRQLE YEARQIRAAM

201 250
homoAS EEQLGTCQDM EKRAQRRIAR IQQIEKDILR IRQLLQSQAT EA.ERSSQNK
musAS EEQLGTCQODM EKRAQRRIAR IQQIEKDILR VRQLLOSQAA EA.ERSSQSR
xenoAS EEQLGTCQODM EKRVQTRVGK IHQIEEEILR IRQLLOSQVA EAAERTPQOSK

251 300
homoAS HETGSHDAER QONEGQGVGEI NMATSG.NGQ GSTTRMDHET ASVLSSSSTH
musAS HDAASHEAGR QHEGHGVAES NTAASS.SGQ SPATRVDHET ASVLSSSGTH
xenoAS HDAGSRDAEK LPDGQGTSEI TASGNVGSGQ GSSSRADHDT TSVMSSNSTY

301 350
homoAS SAPRRLTSHL GTKVEMVYSL LSMLGTHDKD DMSRTLLAMS SSQDSCISMR
musAS SAPRRLTSHL GTKVEMVYSL LSMLGTHDKD DMSRTLLAMS SSQDSCISMR
xenoAS SVPRRLTSHL GTKVEMVYSL LSMLGTHDKD DMSRTLLAMS SSQDSCIAMR

351 400
homoAS QSGCLPLLIQ LLHGNDKDSV LLGNSRGSKE ARARASAALH NIIHSQPDDK
musAS QSGCLPLLIQ LLHGNDKDSV LLGNSRGSKE ARARASAALH NITIHSQPDDK
xenoAS QSGCLPLLIQ LLHGNDKDSV LLGNSRGSKE ARASGSAALD NIIHSQPDDK

401 450
homoAS RGRREIRVLH LLEQIRAYCE TCWEWQEAHE PGMDQDKNPM PAPVEHQICP
musAS RGRREIRVLH LLEQIRAYCE TCWEWQEAHE QGMDQDKNPM PAPVEHQICP
xenoAS RGRREIRVLH LLEQIRAYCE TCWEWQEAHE QGMDQDKNPM PAPVDHQICP

451 500
homoAS AVCVLMKLSF DEEHRHAMNE LGGLQAIAEL LQVDCEMYGL TNDHYSITLR
musAS AVCVLMKLSF DEEHRHAMNE LGGLQAIAEL LQVDCEMYGL TNDHYSVTLR
xenoAS AVCVLMKLSF DEEHRHAMNE LGGLQAIAEL LQVDCEMYGL INDHYSVTLR
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501 550
homoAS
musAS
xenoAS S
551 600
homoAS
musAS
xXenoAS D
601 650
homoAS
musAS
xenoAS S S
651 700
homoAS
musAS
xXenoAS G
701 750
homoAS
musAS
xXenoAS
751 800
S
TTHRN CSE
850

5
801 5

homoAS T . .N
musAS ..S
xenoAS LDSS SIC ST L I G PRPT P

homoAS
musAS
xXenoAS

851 900
homoAS P S
musAS T
xenoAS SSGN. IGIQLSTT S D

901 950
homoAS L T L
musAS F D! S
xenoAs LVQEN S S SQRKPS SNHPQSNPFT SSTRG

951 1000
homoAS L I
musAS E
xenoAS PVAF TE F

1001 1050
homoAS
musAS
xXenoAS G Q T T
1051 1100
homoAS S S S
musAS SQON
xenoAS S DSEM PRTT S S KEE KKEP NQS
1101 1150
homoAS . . G
musAS . . i
xenoAS NVPAYT NQVDQS SSNLSNNSK ASKPHCQV D! TTNF
1151 1200
homoAS . . .
musAS . E .
xenoAS OE DETERQNKYN YASEE GE STDV: AQ

1250

S
P Ni
PNSN N P

homoAS

1201

Q S GQSSKT
musAS TKPEHL
xenoAS PYSN KP Qv
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1251 1300
homoAS PO. S .
musAS TQ.KGT .
xenoAS LNRPKQIPNK P G EGR
1301 1350
homoAS TKE KIG Vs PRTKS G
musAS D ND AT N P
xenoAS ERNSRGQE TEP .ISA KDGA IN TRSSVHH T N T
1351 1400
homoAS SLS. .
musAS GLS . T N
xenoAS NISPSDSS -KS
1401 1450
homoAS .
musAS .
xXenoAS G H I SVASEHMI
1451 1500
homoAS T N T,
musAS S
xenoAS . KDGSKP I DEERGK.. VA HSAT QE
1501 1550

homoAS
musAS
xXenoAS Y QLK L K

1551 1600
homoAS E TI
musAS D . P
xenoAS DNKAKKEDKR SEQ! T. D

1650
homoAS p . P
musAS L .
xenoAS P VPQ PTPGKP S T HS

1651 1700
homoAS E
musAS T I
xenoAS SEPTN.DQP NTDSL
1701
homoAS EAQGGKT IPE
musAS I I D
xenoAS TDASKP LNPTT. E D H
1751 1800
homoAS S§sap . L T
musAS S TSSGAN.
xXenoAS INHT ATSSGNSRSM QETD
1801
homoAS L RV
musAS TEET
xenoAS FKERL E LKLNPNSENQ YC
1851
homoAS S
musAS TFAL G
xenoAS . E I E
1901 1950
homoAS NKE SHTELTSN S TOQAIA KQPINRG I S
musAS S CRPEPNSS SKSQASI KHPANRA P
xenoAS GTKDTDOQ! KYKHENRAIN PMGKQDQTGP KSLGGRD AL PTSES
1951
homoAS

I
musAS
xenoAS SAAKGTQ
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2001 2050
homoAS P D
musAS S N
xenoAS TEPL GTS ETQLGLR T
2051 2100
homoAS GDNEKH N G E..
musAS SESEKQ ..
xenoAS KIKNEVGKS RSNS EP R
2101 2150
homoAS G L .
musAS ﬂ E
xenoAS S N. . GS G
2151 2200
homoAS T
musAS
xXenoAS L TI K N
2201 2250
homoAS S G
musAS I
xenoAS TEEEP SRSSSDF HCKQS
2251 2300

homoAS QT S
musAS G G
xenoAS 2 P FKNVPSKG SNENPSSSS L.
2301 2350
homoAS AP I
musAS IT S T
xenoAS VYGSRPSS TP N S SP L
2351 2400
homoAS
musAS
xenoAS F T PNLS
2401 2450
homoAS T A
musAS AS S
xenoAS SGLPKTH S N
2451 2500
homoAS
musAS S
xenoAS S P T
2501 2550
homoAS S
musAS P T
xXenoAS .ST AAEHGDS R.. S

2551 2600

homoAS
musAS
xenoAS T

2601 2650
homoAS .HVNSISGTK NE F N.ST
musAS R .HVS D G.
xenoAS QQVCSF LETPSNGSS

2651 2700

xXenoAS TIAESNCSL

homoAS T TN
musAS I S

2701 2750

homoAS Al NQ. .. S
musAS SKDTHGKQS .SPVQ
xenoAS S NVLD QGQ.KEE CH...TRHN SGNG....NV

NP
SSS
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2751 2800
homoAS IQVDAPDQKG TEIKPGQONNP VPVSETNESS IVERTPFSSS SSSKHSSPSG
musAS VQVEAPEQKG TEAKPGQSNP VSIAETAETC IAERTPFSSS SSSKHSSPSG
xenoAS IKVDGLDTKG TDPKSLINN. ..QQETNENT VAERTAFSSS SSSKHSSPSG

2801 2850
homoAS TVAARVTPEN YNPSPRKSSA DSTSARPSQI PTPVNNNTKK RDSKTDSTES
musAS TVAARVTPFN YNPSPRKSSA DSTSARPSQI PTPVSTNTKK RDSKTDITES
xenoAS TVAARVTPEN YNPSPRKSNG ENSTSRPSQI PTPVINSTKK RDSKTETTDS

2851 2868
homoAS SGTQSPKRHS GSYLVTSV
musAS SGAQSPKRHS GSYLVTSV
xenoAS SGSQSPKRHS GSYLVTISV

8.6. Absolutwerte

h57JDH

1. Ansatz nach 24 Zyklen h5 7 15J 15D 15H

Kontrollen K1 472284 583531 367828 351393 265297
K2 555398 652524 486308 375380 290269
K3 424618 536993 340460 337396 235644
K4 241087 372413 161810 207759 132814
K5 511611 654172 402832 420063 280553

Patienten Pat.A 481463 591822 408013 394794 300734
Pat.B 311060 535357 278596 330530 253275
Pat.C 197290 304778 141760 182288 135268
Pat.D 448033 298742 173922 170592 133587
Pat.E 1031320 660885 465820 374427 254807
Pat.F 520167 695318 437331 418940 268613
Pat.G 472186 537716 384764 351974 262760

2. Ansatz nach 24 Zyklen

Kontrollen K6 192783 614354 424483 306303 237432
K7 94304 361596 175241 183518 117763
K1 103286 348827 171341 176084 135699
K8 91389 240544 104920 123156 74275
K9 277177 491558 475572 233083 212155

Patienten Pat.H 175769 512263 132276 120821 108237
Pat.| 131956 419758 143157 104673 90210
Pat.K 139896 419243 236633 236011 167819
Pat.L 143962 440656 242333 242812 181903
Pat.M 163046 503700 270149 253073 180343

1. Ansatz nach 30 Zyklen H5 7 J D H

Kontrollen K1 2379762 1371660 1434660 659702 634078
K3 2199402 1243940 1337659 625185 566840
K4 1971901 1087920 961902 508825 433417
K8 2523688 1414907 1267628 781079 597217
K10 3085918 1414998 1812575 716184 662726

Patienten Pat.A 2631382 1526969 1776133 887487 798421
Pat.B 2409317 1569901 1593897 827293 747330
Pat.C 2090588 1364161 1315737 682283 623424
Pat.D 2943680 815731 824701 319622 297687
Pat.E 2099516 665961 697458 307433 285935
Pat.F 2394578 1595976 1587349 869995 638207
Pat.G 2080569 1146787 1187919 689408 505120

2. Ansatz nach 30 Zyklen

Kontrollen K6 2664791 1147501 1717743 707577 509997
K7 2334846 1141539 1442166 671470 427334
K1 2185155 1028361 1278398 574017 418449
K8 2380378 1040894 1211459 681862 442389
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K9 2468272 1070017 1601292 729833 493666
Patienten Pat.H 3355722 1585496 963782 377051 291134
Pat.| 3056417 1210194 834941 271846 214426
Pat.K 2339717 1107283 1494479 727705 509791
Pat.L 2430343 1173139 1626712 769354 513417
Pat.M 2506945 1280177 1618538 788189 493786
45h1914
1. Ansatz nach 22 Zyklen 4 5 h19 14
Kontrollen K1 268697 171326 203194 152007
K2 283810 162785 194255 148953
K3 272378 166045 212929 144766
K11 352215 202704 242656 161340
K10 562054 282369 318268 168060
Patienten Pat.A 362707 176354 204173 130232
Pat.B 100969 80128 97595 60629
Pat.C 81966 47285 55749 52635
Pat.D 101564 45415 129288 54341
Pat.E 33061 16257 46241 18852
Pat.F 352215 202704 242656 161340
Pat.G 198902 91659 137696 51200
2. Ansatz nach 22 Zyklen
Kontrollen K6 321867 331997 142264 412516
K7 240132 238914 103381 301865
K1 357355 363752 144046 449481
K12 280011 295138 102862 350817
K9 223202 205847 108457 234368
Patienten Pat.H 556345 539102 236979 255243
Pat.l 319517 349378 125003 171870
Pat.K 220782 232418 38328 299146
Pat.L 167381 195793 79115 261275
Pat.M 280011 295138 102862 350817
Pat.E 411079 429875 359287 480422
1. Ansatz nach 30 Zyklen 4 5 h19 14
Kontrollen K1 855310 210554 604700 106216
K2 833116 151327 523015 99941
K4 1379105 312696 1053245 328025
K11 1624148 384040 1196268 384092
K10 1853902 466491 1351291 392977
Patienten Pat.A 1239706 263561 1030022 241917
Pat.B 1511691 316557 904048 239222
Pat.C 1283070 322362 890269 233333
Pat.D 961470 241534 1379293 213190
Pat.E 662048 211693 1185584 206064
Pat.F 1624148 384040 1196268 384092
Pat.G 1034232 262503 968068 141004
2. Ansatz nach 30 Zyklen
Kontrolle K12 1607091 559002 1454802 582869
K7 1824297 766548 1712064 724319
K1 1598507 596800 1456583 642775
K13 1700744 592401 1749841 645450
K9 753719 231613 573422 162271
Patienten Pat.H 1732678 691569 1679105 306604
Pat.| 1464992 562720 1375240 164210
Pat.K 1847496 777466 899185 770573
Pat.L 1700744 592401 1749841 645450
Pat.M 1607091 559002 1454802 582869
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11h1ALI

1. Ansatz nach 22 Zyklen 11 hi 15A 15L 151

Kontrollen K1 199821 318922 172278 179692 300179
K2 252618 329510 186918 185160 304000
K3 101009 193900 117725 151803 213463
K4 59334 110000 63612 90919 108289
K11 68110 129251 80978 104717 128011

Patienten Pat.A 77750 154372 92365 131801 173396
Pat.B 40998 88157 46004 74114 96460
Pat.C 25926 47244 20745 38714 46981
Pat.D 26603 89089 27525 31380 41077
Pat.E 192318 516989 169707 191840 288003
Pat.F 68110 129251 80978 104717 128011
Pat.G 146086 281535 155200 184077 281256

2. Ansatz nach 22 Zyklen

Kontrollen K12 51591 135554 94825 119837 143297
K7 161796 333629 176518 189954 291606
K1 68801 181158 113205 132048 183630
K8 16780 40418 25095 28839 32805
K13 40191 133382 64390 99533 122374

Patienten Pat.H 14694 95480 26385 50635 60837
Pat.| 42808 126880 31717 54110 70136
Pat.K 30080 112465 57077 83819 98239
Pat.L 40191 133382 64390 99533 122374
Pat.M 51591 135554 94825 119837 143297

1. Ansatz nach 28 Zyklen 11 hi 15A 15L 151

Kontrollen K1 1553131 995719 440785 247699 407716
K2 1761272 787181 433881 189930 328139
K3 1601387 737669 451059 296689 447914
K4 1199626 651497 433744 313756 456340
K5 2043252 429313 563007 337722 526535

Patienten Pat.A 1925776 953943 499746 256714 425445
Pat.B 1474456 835949 477931 282835 450194
Pat.C 1220672 735948 389721 277454 412885
Pat.D 1352266 899781 308717 186430 275863
Pat.E 1300518 995785 466484 316101 468489
Pat.F 2572110 1038015 614030 345276 511050
Pat.G 1769225 1067257 481834 246726 412939

2. Ansatz nach 28 Zyklen

Kontrollen K6 2371589 994071 539282 251942 395849
K7 1668903 861441 515413 316213 479200
K1 1853420 997433 484227 249337 391481
K8 1382305 669178 474587 306432 436049
K9 2560378 871768 618408 295603 470328

Patienten Pat.H 1575836 910840 454929 330223 452085
Pat.| 2059181 917396 193690 103054 162618
Pat.K 1558650 858214 479848 300251 436459
Pat.L 1209082 563610 298407 110902 202219
Pat.M 1971669 1013575 592898 345070 508922

2Mh1T

1. Ansatz nach 22 Zyklen 2 15M hi 15T
K2 222954 178034 172344 99969
K3 236108 166928 172929 113890
K4 284624 209201 215481 145616
K12 332355 270343 207303 161033
K10 609657 518843 338742 330016

Patienten Pat.A 365552 283653 245598 191306
Pat.B 208125 151840 133356 97424
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Pat.C 112021 89147 83440 58777

Pat.D 116064 107128 156126 65965

Pat.E 58851 48145 70362 29522

Pat.F 177028 145994 139378 88856

Pat.G 523897 937768 642389 714318

Pat.M 332355 270343 207303 161033
2. Ansatz nach 22 Zyklen
Kontrollen K6 576597 578489 344049 392022

K7 247506 182608 130808 132459

K1 198716 142791 135453 94339

K8 310120 426576 162537 309994

K13 269640 216980 171656 152601
Patienten Pat.H 304032 123304 129366 81290

Pat.| 381749 135673 241844 112845

Pat.K 295146 235397 179875 165956

Pat.L 269640 216980 171656 152601
1. Ansatz nach 28 Zyklen 2 15M hi 15T
Kontrollen K1 430547 1379369 760294 623876

K2 326631 1181649 632694 550152

K3 380713 1728227 781118 738154

K4 399877 1543835 767836 721407

K5 315811 1422407 461165 659027
Patienten Pat.A 430035 1898665 917774 862594

Pat.B 512543 1665744 762379 750825

Pat.C 415122 1290765 651564 602617

Pat.D 250806 955106 749871 438431

Pat.E 313613 1593195 1377426 694657

Pat.F 435889 1694715 825753 724370

Pat.G 302442 1675658 790927 792499
2. Ansatz nach 28 Zyklen
Kontrollen K6 353603 1615970 605692 719073

K7 521468 1464731 700605 682840

K1 413815 1496973 707210 686531

K8 512388 1268047 551275 643420

K9 489746 1301533 435086 621844
Patienten Pat.H 833736 1131021 765453 514681

Pat.| 633705 993565 860948 433476

Pat.K 546490 1662592 831719 806362

Pat.L 545024 1706288 851203 760399

Pat.M 505212 1716622 775635 758850
Kontrollen
Kontrollen A1-11 nach 24Zyklen h5 7 15J 15D 15H
A1 532173 430382, 332321 124494 120823
A2 513652 422898| 328992 122243 118908
IA3 510978 417736 327840 121268 118404
A4 502758| 409151 319999 118091 116639
A5 483342 405448| 314260 117403 116337
A6 476810 387597 310952 116153 114332
A7 457796 386382 310292 114762 114219
IA8 455782 384149 307852 112457 105670
IA9 452860 384069 302800 112091 105495
IA10 452240 378210 298280 108534 104935
A11 423500 363155 290515 103644 102331
Kontrollen A1-11 nach 30 Zyklen
A1 2689835 1550827 1450033 430262, 352017
A2 2372350 1337438 1187513 307803 244221
IA3 2391198 1369517 1241249 362948 277556
A4 2558380 1502960 1312252 338896 257950
A5 2242512 1516778 1358492 371656 296734
A6 2577659 1589379 1381645 392575 320485|
A7 2184413 1380415 1217713 320603 246581




114

Anhang

A8 1918654 1086442 898821 217117 165955
A9 2035522 1204741 976881 244762 181680
A10 1472225 996012 841845 210525 165750
Al 1387859 902329 751606 170964 141489
Kontrollen K11 nach 22 Zyklen 4 o) h19 14

K1 252418 180516 160486 78714
K2 375857 236370 182063 99260
K3 177129 137682, 125582 86170
K4 287748 207436 177501 103923
K5 226399 151502 122175 86585
K6 218006 156429 131146 108129
K7 154798 121476 101864 76623
K8 217938 139128 128462 67020
K9 300508 202846 183343 138676
K10 91411 68660 40385 51113
K11 91958| 74723 58977, 51628
Kontrollen A1-11 nach 30 Zyklen

K1 2108549 943213 1067832 621461
K2 2033535 869443 883985 523130
K3 1586204 725529 844459 480963
K4 1878548 889054 956731 619473
K5 1542294 714295 665936 421140
K6 1806936 869945 833537 532594
K7 1308670 730242 618747 447474
K8 1561342 798522 873139 526490
K9 1847424 849860 855850 531078
K10 1877860 937861 1018918 610344
K11 1177248 642948 624562 355050
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