Die Losung des Sherman-Paradoxons oder die erfolgreiche Suche

nach dem Huntington-Gen

Von Ernst-L. Winnacker *

Es war ein Chemiker, Linus Pauling, der das heute so
aktuelle Konzept von der ,,molekularen Krankheit* formu-
lierte. Ende der vierziger Jahre, lange bevor iiberhaupt die
erste Sequenz eines Proteins bestimmt war, zeigte er, daB sich
Himoglobin von gesunden Personcn von dem von Patienten
mit Sichelzellandmie in seiner Beweglichkeit im elektrischen
Feld unterscheidet!!). Erst sieben Jahre spiter gelang es Ver-
non Ingram, diesen Unterschied im elektrophoretischen Ver-
halten auf einen einzigen Aminosidureaustausch in der -
Kette des Himoglobins von Glutaminsdure nach Valin zu-
riickzufiihren!?!,

Seither sind dank der groBen Fortschritte in der Mole-
kularbiologie die Ursachen vieler weiterer molekularer
Krankheiten aufgeklirt worden. Bei den zugrundeliegenden
Mutationen kann es sich um einzelne Basenaustausche, also
um sogenannte Punktmutationen, aber auch um Deletionen
und Insertionen von DNA-Abschnitten handeln. In einem
Gen kommen oft mehrere Mutationstypen vor, die gelegent-
lich auch zu unterschiedlich schweren Krankheitsbildern
AnlaBl geben. Gemeinsam ist aber (fast) allen bekannten
Erbkrankheiten, daf} die ihnen zugrunde liegenden Mutatio-
nen, einmal entstanden, stabil weiter vererbt werden, so dal
sich in einer Familie die Krankheitsverldufe bei Eltern und
ihren Nachkommen nicht wesentlich unterscheiden. Aus-
nahmen sollten auch hier die Regel bestitigen. Oder viel-
leicht auch einmal nicht?

Nun, schon lange sind Humangenetikern einige wenige
Erbkrankheiten bekannt, bei denen das oben gesagte nicht
zutifft, bei denen sich also das jeweilige Krankheitsbild von
Generation zu Generation verdndert, meist verschlimmert,
als bote eine einmal ausgeloste Mutation die Grundlage zu
immer neuen Verdnderungen im Erbmaterial. Da man sich
hierauf jedoch keinen Reim machen konnte, sprach man in
diesen Féllen, in denen also das Krankheitsrisiko fiir einen
Patienten von der Stellung in seinem Familien-Stammbaum
abhingig ist, vom Sherman-Paradoxon!3l.

Was geschieht hier? Liegt diesem Phidnomen tatsdchlich
eine (lokale) Instabilitit des Erbmaterials zugunde? In der
Tat ist dies der Fall. Am Prototyp dieser Krankheiten, der
Huntingtonschen Chorea (oft auch als HD fiir Huntington’s
Disease abgekiirzt), sei die Natur dieses neuartigen Muta-
tionstyps beschrieben.

Die Huntington-Chorea, auch Veitstanz genannt, wurde
erstmals 1872 vom amerikanischen Land- und Nervenarzt
George Huntington beschrieben und auch bereits als erblich
erkannt!®l, Die seltene K rankheit - sie tritt mit einer Hiufig-
keit von 7-10 auf 100000 Personen auf — bricht meist zwi-
schen dem 35. und 50. Lebensjahr aus. Sie manifestiert sich
in motorischen und neurologischen Stérungen, wobei sie den
ruckartigen ungewollten Bewegungen der Patienten den Na-
men ,,Chorea* verdankt. Mit der Zeit verschlimmern sich
diese Symptome immer mehr; begleitet von einem dramati-
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schen Abfall der intellektuellen Fahigkeiten fiihrt die Krank-
heit nach wenigen Jahren unweigerlich zum Tode.

Es ist schon lange bekannt, daf} die Symptome mit einem
Verlust an Neuronen im Gehirn einhergehen; die genauen
biochemischen Grundlagen dieses Phinomens blieben aller-
dings bislang ein Riétsel. Der klassische Weg zur Identifizie-
rung von Genen, das Aufspiiren und Charakterisieren eines
modifizierten Proteins, dem dann, wie im Fall der Sichelzell-
andmie, auch ein defektes Gen zugeordnet werden kann,
dieser Weg konnte also hier nicht gegangen werden. Es blieb
nur der umgekehrte, dementsprechend als ,,reverse Genetik
bezeichnete Ansatz: Die direkte und unmittelbare Suche
nach dem defekten Gen, von dessen DNA-Sequenz anschlie-
Bend das zugehdrige Protein abgeleitet und in seinen bioche-
mischen Eigenschaften untersucht werden kann. Ein solcher
Weg ist nicht einfach, enthilt das menschliche Genom doch
mindestens 100000 Gene. Nur eines davon konnte das frag-
liche Huntington-Gen sein, aber welches?

Zweier Voraussetzungen bedarf die Losung einer solchen
Aufgabe. Einmal benotigt man GroBfamilien mit einer még-
lichst grof3en Anzahl von Personen aus mehreren Generatio-
nen, um den Erbgang der Krankheit verfolgen zu kdnnen.
Ferner bedarf es der Existenz charakteristischer Wegweiser
oder Markierungspunkte auf dem Erbmaterial. Je enger sie
auf dem Chromosom angeordnet sind, desto eindeutiger 146t
sich spiter ein ,,verdidchtiges” DNA-Fragment einem be-
stimmten Abschnitt auf dem Erbmaterial zuordnen. Derarti-
ge Wegweiser gibt es in groBer Zahl entlang der Chromoso-
men in Form von DNA-Sequenzvarianten — man spricht
auch von DNA-Polymorphismen —, die meist aulerhalb der
codierenden Bereiche liegen. Wenn sie zufallig die Erken-
nungsstellen fiir Restriktionsenzyme verdndern, dann fiihrt
dies zu unterschiedlich langen DNA-Fragmenten, die fiir ein
bestimmtes Genom und damit fiir ein Individuum charakte-
ristisch sind. Man spricht von ,,Restriktionsfragment-Lan-
genpolymorphismen® (RFLPs oder RIFLIPs). Solche Ver-
idnderungen vererben sich, wie richtige Mutationen, von den
Eltern auf ihre Nachkommen und erméglichen den Nach-
weis von Verwandtschaftsverhiltnissen. Um auf unsere Fra-
ge zuriickzukommen: Fiir den Fall, daB3 sich ein solcher
Wegweiser in der Nachbarschaft des defekten Huntington-
Gens befindet, wird er auch mit diesem gemeinsam vererbt.
Man muB also in ,,Huntington-Familien* nach einem DNA-
Fragment suchen, das immer gemeinsam mit der Krankheit
vererbt wird, aber eben nicht in Individuen oder Familien
auftritt, in denen die Krankheit nicht vorkommt. Zu diesem
Zweck zerlegt man das Genom von Personen aus Hunting-
ton-Stammb&umen!®! mit einem Restriktionsenzym, das po-
lymorphe DNA-Fragmente erkennt, in die entsprechenden
Stiicke und hybridisiert die nach ihrer Gré8e aufgetrennten
Fragmente mit radioaktiv markierten menschlichen DNA-
Fragmenten. Zunichst ist die Auswahl dieser markierten
Fragmente, die man aus Genbanken gewinnt, vollig wahllos;
es ist ja nicht bekannt, welcher DN A-Abschnitt in der Nahe
des Huntington-Gens liegt. [m Prinzip kann es daher passie-
ren, daB} Tausende und Abertausende von DNA-Fragmenten
darauf getestet werden miissen, ob sie ein Fragmentmuster
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entstehen lassen, das fiir Huntington-Patienten charakteri-
stisch ist und sich von dem gesunder Personen aus dem glei-
chen Stammbaum unterscheidet. James Gusella und seine
Mitarbeiter!®) am Massachusetts General Hospital (MGH)
in Boston hatten daher 1983 mabBloses Gliick, als sie schon
mit dem achten Fragment, das sie wahllos, wie bei einer
Lotterie, aus einer Sammlung von Millionen von klonierten
DNA-Fragmenten herausgriffen, fiindig wurden. Das Frag-
ment stammte vom Chromosom 4, so dall damit bereits fest-
stand, daB sich das Huntington-Gen auf diesem Chromosom
befinden mubte.

Ausgehend von diesem Fragment wurde im Laufe der ver-
gangenen zehn Jahre dann der Genort immer stirker einge-
engt. Gegen Ende 1992 war man sicher, dal sich das Gen auf
einem 500000 Basenpaare groBen Fragment am Ende dcs
kurzen Arms von Chromosom 4 befinden mubBte. Selbst ein
solches Stiick ist aber immer noch gut fiir zehn bis zwanzig
Gene normaler Linge. Um deren codierende Bereiche im
Meer nicht-codierender Abschnitte zu finden — wobei immer
die zusitzliche Schwierigkeit im Auge zu behalten ist, daB
diese Bereiche im Zweifelsfall nicht an einem Stiick, sondern
aufgeteilt in zahlreiche Stiickchen, den sogenannten Exons,
vorliegen — stehen inzwischen zahlreiche Verfahren zur Ver-
fiigung. Darunter kommt folgenden besondere Bedeutung
zu: a) der Identifizierung evolutiondr verwandter Sequen-
zen, die eventuell bereits vorher im Genom eines anderen
Organismus identifizert wurden und durch eine Suche in
Sequenzdatenbanken gefunden werden konnen; b)dem
Nachweis hypomethylierter CpG-Inseln, von denen bekannt
ist, daB sie sich oft im Promotorbereich von Genen befinden;;
c¢) der Identifizierung langer, offener Leserahmen durch
DNA-Sequenzierung. Im vorliegenden Fall wurde ein neues
Verfahren, die sogenannte Exon-Amplifikation, eingesetzt!™.
Man nimmt dabei einen Expressionsvektor fiir Sdugerzellen,
der ein funktionelles, leicht erkennbares Gen enthélt. In des-
sen Intron wird ein Stiick DNA einkloniert, von dem man
gerne wissen mochte, ob es ein Exon enthdlt. Wenn nicht,
dann wird nach Transfektion des Vektors in eine Sdugerzelle
einfach die vom Vektor-Gen abgeleitete mRNA gebildet;
wenn ja, wenn also ein funktionelles Exon vorhanden ist,
dann wird die neugebildete mRNA um die Lange dieses Ex-
ons groBer sein. Uber PCR-Verfahren (PCR = Polymerase-
Kettenreaktion) kann dieses amplifiziert und charakterisiert
werden.

Angewandt auf das 500kBp lange Segment aus dem kur-
zen Arm des Chromosoms 4 ergab diese Suche unter ande-
rem einen Leserahmen, genannt IT15 (IT steht fiir
,interesting transcript), der fiir ein bislang unbekanntes
Protein mit einer Molekiilmasse von insgesamt 3448 kD co-
dierte!®. Der Leserahmen fiel den Autoren auf, weil er in der
Nihe seines 5'-Endes zahlreiche Kopien des Tripletts CAG
aufwies, das fiir die Aminosdure Glutamin (Q) codiert
(Abb. 1). Der Vergleich dieses Abschnitts mit entsprechen-
den Abschnitten aus anderen, aber ebenfalls gesunden Per-
sonen ergab sehr schnell, daB er in seiner Linge beziiglich
dieses einen Codons variabel ist, wobel dessen Anzahl zwi-
schen 11 und 34 Repetitionen schwankt. Offensichtlich ist
das Gen in diesem Bereich instabil.

Ist vielleicht dieser Abschnitt die Basis fiir die Huntington-
Mutationen? In der Tat fanden sich bei Huntington-Patien-
ten noch lidngere Repetitionen, wobei die bislang lingste mit
86 Repetitionen identifiziert wurde. Und noch mehr: Die

————— AGACCCCGCCATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGARGGCCT TCGAGTCCCTCAAG
A T L E K L M KA F E S L K

TCCTTCCAGCACCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
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CAGCAGCAGCAGCAGCCGCCACOGCCGCCECCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAG
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P

Abb. 1. Sequenzausschnitt aus dem Amino-Terminus des Huntington-Proteins
(Huntingtins) und der zugehdrigen DNA-Sequenz (grofle bzw. kleine Buchsta-
ben). Deutlich sind die 23 Glutaminreste aus dem Protein eines gesunden Indi-
vidunms zu erkennen. In gesunden Individuen schwankt diese Zahl zwischen 11
und 34; in Patienten ist sie stark erhoht.

Anzahl der Repetitionen korreliert mit dem Zeitpunkt des
Ausbruchs der Krankheit. Je groer ihre Zahl, desto jlinger
die Patienten! Damit war nicht nur das Sherman-Paradoxon
geldst, es bestand und besteht nun auch kaum mehr Zweifel
daran, daB das gefundene Gen in der Tat das Huntington-
Gen ist. Das zugehorige Protein hat 3144 Aminosduren und
wurde Huntingtin genannt. Es weist keinerlei Homologien
mit anderen Proteinen auf, so daB weiterhin keine Anhalts-
punkte fiir seine biochemische Funktion existieren. Dennoch
ist dieser Befund in vieler Hinsicht bedeutungsvoll. Einmal
zeigt er, daB die Technik der reversen Genetik funktioniert,
daB es also moglich ist, einzelne Gene ohne Kenntnis ihrer
Funktion in groBen Genomen zu finden. Dariiber hinaus
weist er auf einen neuen, bislang unbekannten Mutations-
typ, eine Art dynamischer Mutation, hin, die durch die Zu-
nahme von Codon- bzw. Trinucleotidrepetitionen charakte-
risiert ist. Inzwischen wurde gefunden, dal} vier weitere
Erbkrankheiten auf diesem Prinzip der instabilen Codonre-
petitionen beruhen (siehe Abb. 2). Die zugehorigen Krank-
heitsbilder, so verschieden sie alle sind, weisen gewisse Ge-
meinsamkeiten auf: sie gehen generell mit dem Verfall von
motorischen und intellektuellen Fihigkeiten einher, und die
Symptome verschlimmern sich von Generation zu Genera-
tion; die Zunahme der Repetitionen korreliert mit dem Al-
ter, in dem die Krankheit ausbricht.

Wie immer in solchen Fillen, wirft der Fortschritt mehr
Fragen auf, als er beantwortet. Gibt es bestimmte Codons,
die fiir diese Art der generationsabhdngigen Instabilititen
bevorzugt sind? In diesem Zusammenhang fallt es auf, daB3

Fragiles-X-Syndrom

s —— I AAAAAAA Y
AN
(CGO), 56

Spinobulbare muskulidre Atrophie

5 —— N AAAAAAA -3
N\
(CAG),

Myotonische Dystrophie 13

5 AAAAAAA -3
&
€16 35

Huntingtonsche Chorea

5 — N AAAAAAA - 3
N
(CAG)
11-14

Spinocerebellare Ataxie Typ 1

5' AAAAAAA -3
AN
(CAG)

1480 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1993

25-36

Abb. 2. Anordnung der Trinucleotid-Repetitionen in den verschiedenen Ge-
nen, bei denen hislang derartige Repetitionen als variabel und for das Auftreten
entsprechender Krankheitsbilder verantwortlich erkannt wurden (nach Science
1993, 260, 1422-1423). Die erwiihnten Syndrome sind ausnahmslos seltene
Erbkrankheiten und gehen meist mit neurodegenerativen Symptomen einher.
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die drei bislang beobachteten Codons CAG, CTG und CGG
(Abb. 2) an der ersten und dritten Position jeweils die kom-
plementdren Basen C und G tragen. Lingere Abschnitte aus
diesen Codons koénnen daher auf sich selbst zuriickfalten
und stabile Sekundirstrukturen, sogenannte Stem-Loop-
Strukturen, bilden. Die hierfiir postulierten A-A, T-T- und
G-G-Homo-Purin bzw. -Homo-Pyrimidin-Basenpaare sind
dabei keineswegs verboten, sondern tragen vielmehr signifi-
kant zur freien Energie der Bildung solcher Sekundirstruk-
turelemente beil®),

Warum sind es ausgerechnet Trinucleotide, die diese [nsta-
bilitidten aufweisen und nicht Di- oder Tetranucleotide, denn
auch solche Repetitionen sind im menschlichen Genom be-
kannt? Welche Auswirkungen haben die Codonrepetitionen
auf die Genexpression? Einige von ihnen, wie etwa im Fall
des Fragilen-X-Syndroms befinden sich auBBerhalb der codie-
renden Region, betreffen also ,,nur die mRNA und nicht
das Protein!!?). Selbstverstindlich kann man sich vorsiellen,
daB und wie eine solche Repetition die Sekundérstrukturbil-
dung, die Stabilitdt, die Modifikation, die Lokalisation und
was sonst noch alles die Translatierbarkeit einer mRNA
steuert, beeinflussen kdnnte. Vielleicht bilden sich auf diese
Weise auch Bindungsstellen fiir mRNA-bindende Proteine,
die — dhnlich wie im Fall des Ferritin/Transferrin-Rezep-
tors!'!! — die Effizienz des Translationsprozesses kontrollie-
ren. Auch fiir den Fall, daB sich die Repetitionen in codieren-
den Bereichen befinden, lassen sich die Auswirkungen der
Anwesenheit solcher Repetitionen gut vorstellen. Ein Poly-
glutamin-Abschnitt am Amino-Terminus cines Proteins muf}
dessen Faltung, Loslichkeit, Lebensdauer und auch seine
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen beeinflussen, wo-
bei all diese Erkldrungen zu beriicksichtigen haben, dal} die
Huntington-Mutation dominant ist, daB also das ,,defekte™
Protein nicht nur fiir sich allein krankheitserregend ist, son-
dern auch schon in Gegenwart des ,,normalen® Proteins.
Dieses muB also in seiner Wirkung durch das mutierte Hun-
tingtin irgendwie negativ beeinflut werden.

SchlieBlich werfen diese Beobachtungen die Frage auf,
was denn die molekularen Grundlagen dieser Instabilititen
sind? Offensichtlich entstehen sie in den Keimzellen. Diese
wiederum bilden sich durch eine charakteristische Folge von
Zell- und sogenannten Reduktionsteilungen (Meiose) aus
entsprechenden Vorlduferzellen. Dabei kommt es auch zu
DNA-Synthese und Reparaturprozessen, die mit dem Aus-
tausch von Erbmaterial, der sogenannten homologen Re-
kombination, in diesen Differenzierungsphasen einherge-

hen. Es ist denkbar, daB die hier beteiligten Enzyme andere
Spezifititen aufweisen als die, die an den iiblichen DNA-
Syntheseprozessen beteiligt sind. Man wird diese und viele
andere Fragen jetzt untersuchen kdnnen. Biochemie und
Chemie sind hier in ganz unerwarteter Weise gefordert.

Am Ende sei erwiihnt, dal und wie die hier diskutierten
Ergebnisse auch vielfaltige ethische Fragen aufwerfen. Wenn
das Huntingon-Gen nun identifiziert ist, wird man die
Krankheit auch diagnostiziereh kénnen und tber die Linge
der aufgefundenen Repetitionen sogar Prognosen tiber ihren
Verlauf machen kdénnen. Wie kann und darf man dies ge-
sunden Patienten vermitteln, die auf diese Weise vielleicht ein
erst nach Jahrzehnten wirksam werdendes, aber sicheres To-
desurteil erfahren? Fiir die Humangenetik sind derartige
Fragen nicht neu; die modernen Entwicklungen der Mole-
kularbiologie kdnnen sie in der einen oder anderen Weise
jedoch verschirfen, insbesondere, wenn — wie so oft — die
Therapieentwicklung hinterherhinkt. Es ist hier nicht der
Raum, dies weiter auszufithren. Dennoch darf ein solcher
Triumph der modernen Genetik, der die Identifizierung des
Huntington-Gens sicherlich ist, uns allen den Blick auf diese
Fragen, die derartige Projekte eben auch aufwerfen, nicht
verwehren!2l.
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