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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Telomere

Die Telomere wurden von Barbara McClintock und Hermann J. Muller in den dreifliger Jahren
als spezielle Elemente an den Enden von Chromosomen entdeckt, fiir deren Stabilisierung sie
zustindig sind [McClintock, 1939; Muller, 1938]. Muller prigte die Bezeichnung , Telomer®,

welche sich aus dem Griechischen ,telos* fir ,,Ende” und ,,meros* fiir ,, Teil“ zusammensetzt.

1.1.1 Telomeraufbau

Erst in den siebziger Jahren konnte der genaue Aufbau der Telomere zunéchst fiir den Ciliaten
Tetrahymena thermophilia charakterisiert werden [Blackburn und Gall, 1978]. Telomere sind
multifunktionelle GC-reiche DNA-Strukturen an den Enden eukaryotischer Chromosomen. Sie
bestehen aus repetitiven, nicht-kodierenden Sequenzen. Diese sogenannten telomerischen
Repeats sind fiir einen bestimmten Organismus charakteristisch.

Obwohl die Sequenz der Telomerrepeats innerhalb der Ciliaten variieren kann, ist sie innerhalb
der Vertebraten hochkonserviert. Die Telomersequenz des Menschen hybridisiert ndmlich nicht
nur mit den Telomeren menschlicher Chromosomen, sondern auch mit denen aller untersuchten
Wirbeltiere von den Fischen ‘bis zu den Sdugern. Die Telomere des Menschen sind hexamer,
bestehend aus der Basenfolge (TTAGGG), [Yu et al., 1990; Zakian, 1989]. Die Telomere des
Ciliaten Tetrahymena haben die Repeatsequenz (TTGGGG),, Oxytricha und Euplotes Telomere
haben die Sequenz (TTTTGGGG),.

Die korrekte Sequenz dieser Repeats ist fiir die Funktion der Telomere von grofler Bedeutung.
Versuche mit mutierten Repeats fiihrten in Tetrahymena zu Instabilititen der Telomerldnge und

damit zum Tod [Yu et al., 1990].



Einleitung 2

Der guaninreiche Strang ist immer in die 5’—3’-Richtung zum Chromosomenende hin orientiert.
Sein 3’-Terminus ragt als Einzelstrang in evolufiv sehr verschiedenen Spezies wie z.B.
Oxytricha, Euplotes, Tetrahymena, Didymium und Saccharomyces etwas hervor [Klobutcher et
al., 1981; Henderson und Blackburn, 1989; Wellinger et al., 1993]. Beispielsweise hat Oxytricha
nova einen T4Gy-Einzelstrangiiberhang an ihrer telomerischen DNA.

Die Linge der Telomere kann in etwa abgeschiitzt werden, indem man das sogenannte TRF
(terminal restriction fragment) mift. Man erhdlt die TRFs nach dem Verdau der DNA mit
entsprechenden Restriktionsenzymen und der Auftrennung iiber ein Agarosegel, welches dann
die Lingen der TRFs aller in einer Population enthaltenen Zellen zeigt [Allsopp et al., 1992;
Harley et al., 1990; Vaziri et al., 1993].

Das TRF besteht aus den telomerischen Repeats (TTAGGG) am &duflersten Ende des
Chromosoms, gefolgt von subtelomerischer DNA, die aus degenerierten TTAGGG-Sequenzen
besteht, und anderen daran anschliefenden DNA-Anteilen, die nicht mit den Telomerrepeats
verwandt sind. Das TRF kann in seiner Grofle in verschiedenen Organismen und sogar in
verschiedenen Zellen eines Organismus variieren. So hat es in peripheren Leukozyten
beispiclsweise eine durchschnittliche Linge von 5-12 kb und 10-15 kb in Keimbahnzellen
[Allshire et al., 1988; Allsopp et al., 1995; Brown, 1989; Dross et al., 1989; de Lange et al.,
1990; Morin et al., 1989; Myozis et al., 1988].

Telomere bilden komplexe Strukturen mit spezifischen Telomer-bindenden Proteinen wie dem
TRBF (telomeric repeat binding factor), das mit doppelstringigen TTAGGG-Bereichen [Chong
et al. 1995; Hanish et al., 1994; Zhong et al., 1992] und Histonen [Blackburn, 1991; Gilson et al.,
1994; Zakian, 1989] assoziiert. Interaktionen zwischen DNA und Proteinen wurden an einfachen
Organismen im Detail untersucht [Fang et al., 1993; Fang und Cech, 1993; Gray et al., 1991;
Hicke et al., 1990, 1994].
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1.1.2 Telomerfunktion

Eine Aufgabe der Telomere ist der Schutz genomischer DNA vor exonucleolytischer
Degradation und den damit verbundenen moglichen End-zu-End-Fusionen und aberranten
Rekombinationsereignissen [McClintock, 1941; Orr-Weaver et al., 1981; Haber und Thornburn,
1984]. Durch die Assoziation der Chromosomenenden mit der nukledren Matrix sorgen die
Telomere vermutlich auBerdem fiir die Positionierung der Chromosomen im Kern und
organisieren somit die subnukledre Architektur [Agard und Sedat, 1983; Allsopp, 1995].
Desweiteren sind die Telomere wahrscheinlich in die Suppression von Genen an distalen Loci
involviert  [Allsopp, 1995]. Telomere haben auch eine Funktion bei der
Chromosomensegregation und bei der genomischen Replikation [Blackburn, 1991; Blackburn
und Challoner, 1984; Greider, 1995; Henning, 1995; McClintock, 1939; Zakian, 1989, 1995].
Der Schutz der Chromosomen bzw. deren codierender Sequenzen, die sich an die Telomere
anschlieBen, vor moglichen End-zu-End-Fusionen und aberranten Rekombinationsereignissen
ergibt sich unter anderem aufgrund des Phidnomens, daf} die Menge an terminaler DNA wihrend
der Lebensspanne verschiedener somatischer Zelltypen in vitro und in vivo progressiv abnimmt
[Harley et al., 1990; Hastie et al., 1990]. Die Telomere dienen demnach als eine Art Pufferzone,
die das Ubergreifen des replikativen DNA-Verlustes auf die kodierende Region am
Chromosomenende zunéchst verhindert.

Man geht davon aus, dafl Verluste telomerischer DNA auf dem speziellen Arbeitsmechanismus
der DNA-Polymerase beruhen und nennt dieses Ereignis das Endreplikationsproblem [Levy et
al., 1992: Olovnikov, 1971, 1973; Watson, 1972].

Der als ,replikative Seneszenz® bezeichnete Verlust an TTAGGG-Sequenzen wurde als Modell
fir die zelluldre Alterung benutzt [Hayflick und Moorhead, 1961]. Allsopp und Mitarbeiter
zeigten 1995, daB die Telomerlidnge in sich aktiv teilenden Zellen signifikant kiirzer ist als in
ruhenden Zellen [Allsopp et al., 1995]. Eine Untersuchung ergab, dal3 trotz mangelnder
Telomeraseaktivitiit eine allgemeine Telomerstabilitdt in adultem Cortexgewebe zu beobachten
ist, die auf den allgemeinen Mangel von Replikationsereignissen in diesem Gewebe
zuriickzufiihren ist [Allsopp et al., 1995]. Daraus folgerte man, daf3 die Telomerverkiirzung nicht
eine Folge von chronologischer Seneszenz sondern allein von replikativer Alterung ist. Somit
geht man davon aus, dal die Telomere als sogenannte ,,mitotische Uhr* funktionieren [Allsopp

et al., 1992; Harley et al., 1991; Olovnikov et al., 1973].



