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“... Burning like a beacon in the night...”
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1 Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Dem heutigen Verstindnis des molekularen und strukturellen Aufbaus der DNA liegt die
Arbeit von Watson und Crick zu Grunde."! Sie zeigten, dass sich der Informationstriger
unseres Erbguts, die DNA, aus phosphordiesterverbriickten Biopolymeren zusammensetzt,
die aus den 2’-Desoxyribonukleinsduren der vier kanonischen Basen Adenin (A), Cytosin
(C), Guanin (G) sowie Thymin (T) bestehen. Die daraus resultierenden DNA-Doppelstrange
entstehen aufgrund von Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den jeweiligen Basenpaaren
A und T bzw. C und G. Durch Ladungsrepulsion der Phosphordiesterbriicken kommt es zur
Ausbildung helikaler Strukturen der Doppelstrang-DNA (dsDNA). Um die Basensequenz des
menschlichen Erbguts aufzukldren, wurde 1985 das Human Genome Project (HPG)
gegriindet, dem im Jahr 2001 dessen liickenlose Aufklirung gelang.”! Im Laufe dieser
Forschungsarbeiten =~ wurden durch DNA-Sequenzabgleich  zahlreicher Individuen
Abweichungen einzelner Basenpaare, so genannte 'Single nucleotide polymorphisms” (SNPs),
in kodierenden Bereichen des Genoms entdeckt.”! Weitere Untersuchungen zeigten, dass
insgesamt 93 % aller menschlichen Gene SNPs aufweisen'® und ihre statistische Verteilung
ca. 1 SNP pro 1000 bp betrigt, so dass sich mehr als 10’ SNPs im gesamten menschlichen
Genom befinden."” Dies wiederum fiihrt zu einer potentiellen individuellen Variationsbreite
von ca. 10° verschiedenen Aminoséure-Insertionen im menschlichen Proteom,”! so dass das
Auffinden und Kartieren der SNPs sowie ihrer Interaktionen in der Markierung
krankheitsrelevanter Abschnitte des Genoms Anwendung findet.!”! Die in der Fachliteratur

aufgefithrten, durch SNPs verursachten Krankheiten sind mannigfaltig: M. Alzheimer,"

[11]

Mukoviszidose,®! Chorea Huntington,[9] M. Crohn,'” tiefe Beinvenenthrombose!'!! sowie

2] hervorgerufene Fehlentwicklungen der Organe oder

durch diastrophe Dysplasiel
Korpergewebe. Daher sind derartige Studien in Bezug auf die Entwicklung neuartiger
Pharmaka, der Gerichtsmedizin sowie der Untersuchung von Krebs und Erbkrankheiten von
groBem Interesse.™

Da die Anzahl der im menschlichen Genom befindlichen SNPs sehr groB ist (s.0.), mussten
analytische High-Throughput-Methoden entwickelt werden. Deren Signalerfassung beruht auf
den Prinzipien der Radioaktivitit, Chemilumineszens, Enzymatik, Analytgroe, -masse oder
-ladung.!”! Zu den gingigen Verfahren zihlen 'Single strand conformation polymorphism

M4 gllele-specific  oligonucleotide hybridization” (ASO),""> " Oligonucleotide

analysis’,
ligation assay’ (OLA)M'®! *Primer-extension’-/’ Mini-sequencing’-Assays"' "' sowie "Nuclease
technology’"™ und ’Structure-specific nuclease invader technology’ ') Zur Abtrennung der

einzelnen Analyten aus Analytgemengen werden Gel- und Kapillar-Elektrophorese,!”



