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Molekulare Konsequenzen von
Mutationen des ATM-Gens
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Zusammenfassung

Das ATM-Gen kodiert fiir eine ca.
350 kDa groBe Proteinkinase, der
eine Schldsselfunktion bei der intra-
zelluldren Reparatur von DNA-Dop-
pelstrangbriichen zugeschrieben
wird. Die zahlreichen Mutationen, die
in Familien mit Louis-Bar-Syndrom
nachgewiesen wurden, lassen sich
grob in drei Klassen (Terminations-
mutationen, SpleiBmutationen und
Aminoséuresubstitutionen) einteilen.
Bei Terminationsmutationen entsteht
ein vorzeitiges Stopcodon durch di-
rekte Nukleotidsubstitution, Lesera-
sterdeletion oder Leserasterinsertion.
Unsere bisherigen Untersuchungen
dieses hédufigsten Mutationstyps wei-
sen daraufhin, daB hier eine Instabi-
litdt der Boten-RNA bereits auf
Transkriptebene die Menge des Gen-
produkts drastisch reduziert. Bei
SpleiBmutationen wird im hdufigsten
Fall durch Verlust eines ganzen Gen-
abschnittes eine verklrzte Boten-
RNA erstellt, die zu einer Leseraster-
verschiebung oder zu einem verklirz-
ten und instabilen ATM-Protein flhrt.
Bei Aminoséduresubstitutionen kann
es zu einem instabilen oder funkti-
onsuntiichtigen ATM-Protein kom-
men; Mutationen dieses Typs sind
ohne funktionelle Untersuchungen
schwierig zu beurteilen.

Die Kenntnis und richtige Einschét-
zung der molekularen Konsequenzen
von Sequenzédnderungen des ATM-
Gens ist sowohl fir die Diagnostik
und Therapie des Louis-Bar-Syn-
droms als auch fiir Assoziationsstudi-
en im Zusammenhang mit der AT-
Heterozygotie eine wichtige Voraus-
setzung.
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Summary
Molecular consequences of ATM
gene mutations

The ATM gene codes for a 350kDa
protein kinase with a key role in the
intracellular repair of DNA double
strand breaks. Several different AT
mutations have been identified which
can be classified into three major
groups as termination, splicing or
missense mutations. Termination
mutations are characterized by a
premature stop codon caused by a
nonsense substitution, a frameshift
deletion or a frameshift insertion.
Our preliminary investigations of this
major mutation type indicate that
nonsense-mediated decay of ATM
mRNA severely reduces the amount
of transcript generated from alleles
harbouring termination mutations.
Splicing mutations are hetero-
geneous but most often result in
exon skipping, either leading to a
frameshift or giving rise to a
shortened or unstable ATM protein.
Missense substitutions can also
result in an unstable or dysfunctional
ATM protein, but mutations of this
type have to be characterized further
by functional studies prior to
regarding them as pathogenic
substitutions. The knowledge of the
molecular consequences of ATM
gene mutations is of fundamental
importance for the diagnosis and
therapy of AT patients as well as for
the current association studies
concerning AT heterozygosity.
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Einfiihrung

Seit einiger Zeit ist bekannt, daB Mu-
tationen in einem einzigen Gen die
vielféltigen Symptome des Louis-Bar-
Syndroms auslésen kénnen (1). Im
Sommer 1995 wurde dieses Gen von
einer israelischen Arbeitsgruppe um
Yosef Shiloh isoliert und als ATM-Gen
(fur ,Ataxia telangiectasia, mutated®)
benannt. Das ATM-Gen kodiert flr ein
ungewdhnlich groBes Protein mit ei-
nem Molekulargewicht von ca. 350 Ki-
lodalton. Das ATM-Protein ist in vielen
Geweben im Zellkern lokalisiert und
durch seine Sequenz als eine Kinase
und als Mitglied einer wahrend der
Evolution konservierten Proteinfamilie
von Zellzyklusregulatoren gekenn-
zeichnet. Bisher weiB man, daB das
ATM-Protein eine essentielle Funktion
bei der Reparatur von DNA-Schaden
hat: Es erkennt das Vorliegen von
DNA-Doppelstrangbriichen und phos-
phoryliert daraufhin eine Reihe von Ef-
fektorsubstraten, darunter das Tumor-
suppressorprotein p53 und dessen In-
hibitor mdm-2; auf diese Signale hin
werden dann ein Zellzyklusarrest und
die notwendigen Reparaturprozesse
oder ein programmierter Zelltod ein-
geleitet. Wir haben in den vergangenen
beiden Jahren die Rolle von Mutatio-
nen des ATM-Gens bei der Entstehung
des Louis-Bar-Syndroms naher unter-
sucht. Im Rahmen des deutschen
ATM-Konsortiums, d.h. in Zusammen-
arbeit mit drei weiteren humangeneti-
schen Zentren im deutschsprachigen
Raum sowie mit der Arbeitsgruppe von
Professor Yosef Shiloh (Tel Aviv), konn-
ten in Deutschland bei Uber 80 Famili-
en mit Louis-Bar-Syndrom mehr als 60
verschiedene Funktionsstérungen durch
Direktsequenzierung genomischer DNA
identifiziert werden. Ein Teil dieser Er-
gebnisse und die zugrundeliegende
Methodik sind in einem vorhergehen-
den Beitrag in diesem Band dargestellt
(N. Sandoval et al.,, S.20-21). Es
kommt nun darauf an, die Mutati-
onstypen und krankheitsauslésenden
Genverédnderungen sowie die mit ihnen
verbundenen zelluldren und phénoty-
pischen Auswirkungen ndher zu cha-
rakterisieren.

Ergebnisse

In Deutschland gibt es keine haufige
Einzelmutation des ATM-Gens, so daB
bei den meisten Patienten die gesam-



Tab 1

Verteilung und Konsequenzen verschiedener Mutationstypen des ATM-Gens

Terminationsmutationen

SpleiBmutationen

(Stopmutationen, Leserasterdeletionen

und -insertionen)

Héufigkeit bei AT ca. 60%

Funktionelle Konsequenzen

Abbildung
nur in Druck-
version

te kodierende Genregion (62 Exons)
untersucht werden muB. Es stellte sich
jedoch heraus, daB es einen beson-
ders haufigen Mutationstyp gibt (Tab
1): Die meisten aller bisher identifizier-
ten Mutationen flUhren zu vorzeitigen
Stopcodons und verhinden dadurch
die Synthese eines vollstandigen Pro-
teins (, Terminationsmutationen®). Im
Western-Blot war bei Zellen von Pati-
enten, die zwei Stop- oder Leseraster-
mutationen tragen, Uberhaupt kein
ATM-Protein mehr nachweisbar. Wir
konnten in mehreren Féllen zeigen,
daB die Expressionsstdrung bereits auf
der Ebene der ATM-mRNA besteht,
denn in lymphoblastoiden Zellinien ei-
niger Patienten ist selektiv das Allel mit
vorzeitigem Stopcodon im reifen
Transkript nicht mehr nachweisbar.
Dies fallt insbesondere dann auf, wenn
Personen nur auf einem Chromosom
eine Terminationsmutation tragen: In
der reifen mRNA wird durch Sequen-
zierung dann vorrangig die Wildtypse-
quenz nachgewiesen (Abb 1). Weitere
Experimente miissen nun zeigen, ob es
sich hierbei um einen generellen Pa-
thogenesemechanismus handelt und

instabiles Transkript, instabiles Protein

ca. 24%

Abb 1

Transkriptreduktion als Folge
einer Leserasterdeletion des
ATM-Gens

Die abgebildete DNA-Sequenz
einer obligaten Mutationstragerin
zeigt Heterozygotie fur die haufige
Stopmutation E1978X in Exon 42
des ATM-Gens (Codon GAA - TAA,
oben). Dagegen erscheint das Allel
mit der Stopmutation auf Trans-
kriptebene deutlich verringert im
Vergleich zum Wildtyp-Allel
(cDNA-Sequenz, unten).

wie diesem bei Therapieanséatzen be-
gegnet werden kdnnte.

Etwa jede vierte Mutation in Familien
mit Louis-Bar-Syndrom wirkt nicht
oder nicht nur auf die Menge, sondern
vor allem auf die Zusammensetzung
des reifen ATM-Transkripts (,SpleiB-
mutationen®). Bei gesunden Proban-
den fanden wir nur in geringer Menge
alternative SpleiBprodukte, die keine
vollstdndige Funktion mehr vermitteln
kénnen. Beim Louis-Bar-Syndrom
kénnen dagegen aberrante Transkrip-
te, die normalerweise nur zu etwa 5%
vorhanden sind, durch eine Einzelba-
sensubstitution in den SpleiBstellen
des ATM-Gens zu Uber 90% gebildet
werden. So fanden wir beispielsweise,
daB das Exon 11 des ATM-Gens bei
fast allen untersuchten Geweben und
Zellinien in einem untergeordneten An-
teil zwischen 2-15% der mRNA- Mo-
lekile nicht vorhanden ist. Bei einem
homozygoten Patienten mit Louis-Bar-
Syndrom wiesen jedoch etwa 93% der
Transkripte kein Exon 11 auf, als Fol-
ge der in Deutschland sehr haufigen
AT-Mutation 1066-6T - G im Polypy-

Exonverlust oder Einschub von
Sequenzen, instabiles Protein

Aminoséduresubstitutionen

ca. 16%

Proteinfehlfunktion,
instabiles Protein

rimidintrakt des Introns 10 (Abb 2). An
weiteren Zellinien homozygoter Pati-
enten mit SpleiBmutationen versuchen
wir derzeit herauszufinden, wie grof3
der Restanteil vollstdndiger ATM-Bo-
ten-RNA sein muB, um die Erkrankung
zu mildern oder sogar zu vermeiden.

In relativ seltenen Féllen wird das
Louis-Bar-Syndrom durch Aminoséu-
resubstitutionen (,Missense-Mutatio-
nen“) hervorgerufen, von denen ins-
besondere die konservierte Kinasere-
gion des ATM-Proteins betroffen zu
sein scheint. Auch bei Patienten mit
Aminosdurednderungen war im We-
stern-Blot das ATM-Protein in den
meisten Féllen nur in geringer Menge
nachweisbar, vermutlich aufgrund ei-
ner Instabilitat des veranderten Pro-
teins. Einige Fallbeispiele sind in einer
klrzlich verdffentlichten Studie des
deutschen ATM-Konsortiums abgebil-
det (2). Der Beweis dafir, daB eine
Aminosauresubstitution tatsachlich
die krankheitsverursachende Mutation
darstellt, ist im Hinblick auf die Viel-
zahl seltener Proteinvarianten recht
schwierig und muB fir jeden Einzelfall
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a) Homozygotie fiir die SpleiBmutation 1066-6TGG

93%

b) Alternatives SpleiBen von Exon 11

12%

-1

a) Mutation:
b) Normalsequenz:

durch aufwendige Expressions- und
Funktionsstudien in Zellkultur gefuhrt
werden. Es ist vorhersehbar, daB sol-
che ergédnzenden Analysen zukiinftig
einen wichtigen Beitrag in der Dia-
gnostik des Louis-Bar-Syndroms lei-
sten werden.

Ausblick

Molekulargenetische Untersuchungen
des ATM-Gens sind weit Uber das sel-
tene Louis-Bar-Syndrom hinaus von
Bedeutung. Aufgrund der Schlilssel-
funktion des ATM-Proteins bei der Er-
kennung und Reparatur von Chromo-
somenschéaden wird ihm eine Rolle als
scaretaker® im Zellkern beigemessen,
dessen Funktionsstérung zur Entste-
hung von Tumoren pradisponiert. Bei
Leukd&mien, insbesondere des Typs T-
PLL und B-CLL, wurden von verschie-
denen Forschergruppen bereits ge-
hauft ATM-Genmutationen nachgewie-
sen. In diesen Féllen, die in einem an-
deren Beitrag dieses Bandes ausflhr-
licher diskutiert werden (Schaffner et
al., S. 25-27), kann spontan auch das
gesamte ATM-Gen auf dem Chromo-
som 11 deletiert werden. Epidemiolo-
gische Studien in Familien mit Louis-
Bar-Syndrom haben ferner Anhalts-
punkte fur ein etwa funffach erhdhtes
Brustkrebsrisiko unter Blutsverwand-
ten von AT-Patienten ergeben (3). In ei-
ner Pilotstudie untersuchen wir daher
derzeit, ob sich unter Patientinnen mit
sporadischem Mammakarzinom eine
gegeniber dem Bevdlkerungsdurch-
schnitt erhéhte Zahl an Mutationen des
ATM-Gens finden |48t. Diese im Laufe
dieses Hefts noch ausfihrlicher darge-

7%

88%

+ 11

...gatttatttttattgtacag/GTT...
...gatttatttttattttacag/GTT...

stellte Studie (Bremer et al., S. 57-59;
Bendix et al., S. 64-66) wird AufschluB
dariber geben, in welchem AusmaB
das ATM-Gen auch an der Atiologie
und Pathogenese des Mammakarzi-
noms beteiligt ist. Die Kenntnis und
richtige Einschdtzung der molekularen
Konsequenzen von Sequenzénde-
rungen des ATM-Gens ist auch fir sol-
che Fragestellungen eine wichtige Vor-
aussetzung.
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Abb 2

Lokalisation und funktioneller Effekt der
SpleiBmutation 1066-6T - G im Intron 10

des ATM-Gens

Quantitative RT-PCR-Analysen weisen differen-
tiell gespleiBte Anteile der ATM-mRNA mit oder
ohne das Exon 11 nach.

Bei Homozygotie fur die Mutation 1066-6T - G
fehlt das Exon 11 in ca. 93% der Transkripte
(a), wogegen im Normalfall nur etwa 12% der
Transkripte diese verkurzte alternative SpleiB3-
form aufweisen (b).



