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Einleitung

1 Einleitung

Das menschliche Genom besteht aus Nukleinsduren, die die individuelle Erbinformation
darstellen.

Dieses System ist durch duRere Einflisse standigen Schadigungen ausgesetzt, die zu einer
Funktionsdanderung oder zum Funktionsverlust einer Zelle flihren kénnen.

Um diese Schaden auszugleichen, besitzt die menschliche Zelle verschiedene DNA-
Reparatursysteme. Hierzu zdhlen beispielsweise die Nukleotid-Exzision-Reparatur (nucleotid
excision repair = NER), die Basen-Exzision-Reparatur (base excision repair = BER) und die DNA-
Mismatch-Reparatur (DNA mismatch repair = MMR) *. Ein Defekt dieser Systeme kann zu
verschiedenen onkologischen Erkrankungen fiihren. Eines der wichtigsten MMR-Proteine ist
das humane-MutL-Homologe (hMLH1).

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die mit hMLH1
interagieren. Dabei handelt es sich zum einen um Proteine, die direkt in die DNA-Reparatur
involviert sind wie z.B. Endonukleasen, Helikasen und DNA-Glykosylasen. Daneben wurden aber
auch Interaktionspartner identifiziert, die darauf hinweisen, dass hMLH1 in andere wichtige
Zellprozesse wie z.B. Apoptose involviert ist. Die verantwortlichen Mechanismen und Partner,
die MMR und Apoptose miteinander verknipfen, sind jedoch in weiten Teilen unbekannt.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeitsgruppe ein bakterielles Zweihybrid-System etabliert,
um so neue hMLH1 Interaktionspartner zu identifizieren. In der vorliegenden Arbeit sollten die
ermittelten Zweihybrid-Daten in einer zweiten, verfeinerten Analyse verifiziert, die
identifizierten Interaktionsproteine bestimmt und die Ergebnisse mit bereits veroffentlichen

verglichen werden.
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1.1 Das Lynch-Syndrom
Hereditares nichtpolyposes kolorektales Karzinom (HNPCC))

Das kolorektale Karzinom ist eine der haufigsten malignésen Erkrankungen in den westlichen
Industrienationen. Etwa 20% aller kolorektalen Karzinome weisen dabei einen erblichen
Hintergrund auf. In den Familien sind zwei oder mehr erst- und zweitgradige Verwandte
betroffen. Dabei stellt das Lynch-Syndrom, welches mit 2-5 % aller Falle in Verbindung gebracht
wird, die Erkrankung mit der héchsten Pravalenz dar 2

Erste Beobachtungen eines familidren Krebssyndroms (Cancer Family Syndrome) wurden durch
Alfred Scott Warthin Ende des 19. Jahrhunderts am Beispiel der ,,Familie G beschrieben. Deren
Mitglieder waren gehauft von malignésen Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes und des

Uterus betroffen **

. Aufbauend auf diesen Beobachtungen fiihrten umfangreiche familiare
Studien im Laufe des 20. Jahrhunderts zur praziseren Definition des Syndroms, das nach seinem
Erstbeschreiber, H.T. Lynch, benannt wurde °. Synonym wird auch die Bezeichnung hereditires
nichtpolyposes kolorektales Karzinom (hereditary non polyposis colorectal cancer (HNPCC))
verwendet. Das Lynch-Syndrom unterscheidet zwischen einer gastrointestinal gehduften (Lynch
[) und einer globalen Form (Lynch 11) 4,

1993/94 folgte die Entdeckung der beiden wichtigsten bei diesem Erkrankungsbild defekten
Proteine, hMSH2 und hMLH1, die aus Mechanismen der MMR bekannt waren 68

Nach heutigem Kenntnisstand werden, neben gastrointestinalen und endometrialen Tumoren,
auch Karzinome der Ovarien, des Magens sowie der Harn- und Gallenwege den
molekulargenetischen Pathomechanismen des Lynch-Syndroms zugeschrieben ° Sonderformen

1
% und das

sind das, durch kutane Manifestationen gekennzeichnete, Muir-Torre Syndrom
Turcot-Syndrom 11 \elches die Assoziation mit neuronalen Tumoren beschreibt.

Das Lynch-Syndrom ist gekennzeichnet durch eine autosomal-dominante Vererbung, eine hohe
Genpenetranz und mit im Durchschnitt 45 Jahren durch ein friihes Erkrankungsalter. Die
intestinale Manifestation des Lynch-Syndroms ist meist im proximalen Kolon lokalisiert. Sie
zeichnet sich histologisch durch auffillige, Morbus Crohn dhnliche, lymphozytare Tumorzell-

Infiltrate und Siegelringzellen aus 2. Die Identifikation von potentiellen HNPCC Patienten erfolgt

klinisch nach den Amsterdam und den Bethesda Kriterien 2.
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Tabelle 1: Amsterdam-Kriterien zur Diagnose des HNPCC (Punkte 1-5 miissen erfiillt sein)

Mindestens drei Familienmitglieder mit kolorektalem Karzinom und/oder Endometrium-,
Dinndarm- oder urothelialem Karzinom von Nierenbecken oder Ureter

Mindestens zwei aufeinander folgende Generationen betroffen

Ein Familienmitglied erstgradig verwandt mit den beiden anderen

Ein Erkrankter zum Zeitpunkt der Diagnose jiinger als 50 Jahre

Ausschluss einer familidaren adenomatésen Polyposis (FAP)

Tabelle 2: Bethesda Kriterien (ein Punkt mug erfiillt sein)

1.

7.

Patienten mit Krebserkrankung in Familien, die die Amsterdam-Kriterien erfllen

Patienten mit zwei HNPCC-assoziierten Karzinomen, einschlielich synchroner und metachroner
kolorektaler Karzinome oder assoziierter extrakolonischer Karzinome

Patienten mit kolorektalem Karzinom und einem erstgradigen Verwandten mit kolorektalem oder
assoziiertem extrakolonischen Karzinom und/oder einem kolorektalen Adenom; eine der
Krebserkrankungen wurde im Alter <45 Jahren diagnostiziert, das Adenom <40 Jahren

Patienten mit kolorektalem Karzinom oder Endometriumkarzinom, diagnostiziert im Alter <45
Jahren

Patienten mit rechtsseitigem Kolonkarzinom mit einem undifferenzierten (solid/cribriformen)
Zelltyp in der Histopathologie, diagnostiziert im Alter <45 Jahren

Patienten mit kolorektalem Karzinom vom Siegelringzell-Typ, diagnostiziert im Alter <45 Jahren

Patienten mit Adenomen, diagnostiziert im Alter < 40 Jahren

(Quelle: AWMEF-Leitlinien, Kolorektales Karzinom)
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1.2 Sporadisches kolorektales Karzinom mit MMMIR Defekt

Neben dem erblich bedingten Ausfall von hMLH1 im Rahmen des Lynch Syndroms kann dieser
auch nachtraglich erworben werden. Ein erheblicher Bestandteil von sporadischen Tumoren
zeigt ebenfalls eine verminderte Expression von MMR Proteinen, was unter Anderem auf die
Methylierung des hMLH1 Promotors zuriickgefiihrt wird *. Diese Erkenntnis hat in letzter Zeit
an Aktualitdt gewonnen, da sie beim serratierten Karzinogeneseweg von pathogenetischer
Bedeutung ist, der sich in den letzten Jahren neben der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz
etabliert hat "%,

Bei der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz geht man davon aus, dass sich aus einem
Adenom Uber verschiedene Zwischenstufen ein Kolonkarzinom entwickelt, wobei Mutationen
zum schrittweisen Verlust von Tumor-Suppressorgenen (z.B. APC oder P>3) und zur Entstehung
von Onkogenen aus Protoonkogenen (z.B. KRAS) fiihren.

Beim serratierten Karzinogeneseweg findet die Krebsentstehung ebenfalls lGber Vorstufen statt,
die ein serratiertes Wachstumsmuster zeigen und bisher den hyperplastischen Polypen
zugerechnet wurden®. Die Bezeichnung ,serratiert” leitet sich dabei aus dem histologischen
Phanotyp ab, der sich durch gezackte Wachstumsrander auszeichnet. Diese kommen durch eine
Storung der physiologischen Apoptose in den Krypten zustande, die zu einer Retention von

16-18

Darmepithelien und so zu einer , Aufwerfung” der Wachstumsrander flihrt . Dies erhoht die

Wahrscheinlichkeit der Methylierung von DNA, die im Bereich von Promotoren zum Ausfall der

betroffenen Gene fiihren kann, u.A. von hMLH1 19

. Bei den rechtsseitigen kolorektalen
Karzinomen zeigen 17,5% einen serratierten Phanotyp, insgesamt sind es 7,5% 2.
Molekulargenetisch wird der serratierte Karzinogeneseweg in zwei Gruppen eingeteilt: den
MSI-H serratierten Weg mit hoher Mikrsatelliteninstabilitdt, und den MSI-L bzw. MSS Weg (MS/
low bzw MSI stable). Beim MSI-H Weg stellt das sessile serratierte Adenom die prakanzerose
Lasion dar, welche haufig eine Methylierung des hMLH1-Promotors aufweist, eher rechtsseitig
lokalisiert ist und eine glinstigere Prognose zeigt. Beim MSI-L/MSS Weg stellt das traditionelle
serratierte Adenom die prakanzerdse Ldsion dar, welche eher distal lokalisiert ist und eine
unglinstigere Prognose aufweist 20

Die zunehmende Akzeptanz des serratierten Karzinogeneseweges findet aktuell

Berlicksichtigung in der klinischen Praxis, da sich hierdurch zusatzliche Konsequenzen fir

Vorsorge und Therapie des kolorektalen Karzinoms ergeben.

-4-
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1.3 DNA Mismatch Reparatur

1.3.1 Aufgabe und Bedeutung

Die Hauptaufgabe der DNA-Mismatch-Reparatur ist die Erkennung und Korrektur von Lasionen
unmittelbar nach der Replikation. Darliber hinaus spielt das System bei héheren Organismen
eine Rolle in der Detektion von DNA-Schaden und Signalisierung dieser Schaden an die
Apoptosemaschinerie.

Die MMR korrigiert Einzel-Fehlpaarungen sowie Insertions/Deletions-Schleifen
(insertion/deletion loops=IDLs)*". Einzel-Fehlpaarungen entstehen bei der Replikation durch
Einbau nicht homologer Purin- oder Pyrimidinbasen aufgrund von Fehlern der verantwortlichen
DNA-Polymerasen ?°. IDLs sind Basensequenzen eines DNA Stranges, fur die es auf dem
Gegenstrang keinen passenden Partner zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen gibt.
Solche Bereiche hdngen als einstrangige Schleifen an der regular gepaarten Doppelstrang-DNA.
Sie konnen dadurch entstehen, dass der enzymatische Replikationkomplex wahrend der
Strangverlangerung kurzzeitg dissoziiert und sich die beiden noch losen Enden des neu
synthetisierten Stranges |6sen. Bei der erneuten Assoziation der DNA kann es dann zu einer
Verschiebung der beiden Strangenden kommen, so dass sich die urspriinglich homologen Basen

im reassoziierten Strang nicht mehr gegeniber liegen (siehe Abbildung 1).

Al Nach der Strangdissoziation wéhrend der

Homologe ReEhkation ;
g g ﬂ cllc ﬂ ﬂ Replikation kommt es im Bereich der

H ﬁ ﬂ ﬁ H ﬁ H ﬁ H . H . c H H ﬁ ﬁ Mikrosatelliten zu einer  versetzten
Wiederanlagerung.  Hierdurch  entstehen
Insertion-deletion-loop IDLs, die bei erneuter Replikation zu einer

um 4 Basen verlangerter
Mikrosatellit Strangverldngerung fiihren kénnen. Dadurch

/

kann es zu Verschiebungen im Leseraster

‘ & Homologe Reehkationi kommen, die zu Protein-verdnderungen bis
AA Q@1
FiacealcafdalaiccHad

Abbildung 1: Mikrosatelliteninstabilitat

hin zum Protein-verlust fiihren kénnen
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Bilden sich ausreichend Wasserstoffbriickenbindungen mit den jetzt gegenliberliegenden Basen
aus, so kann der Strang in der neuen Position verbleiben. An den Stellen, an denen sich keine
homologen Basen auf dem anderen Strang befinden, bilden sich IDLs aus. Man nennt dieses
Phanomen auch slipped strand mispairing. Es tritt besonders haufig in Bereichen auf, in denen
ein hoher Anteil an repetitiven Sequenzen mit wiederkehrendem Basenmuster vorliegt, so
genannten Mikrosatelliten. Diese bestehen aus wiederkehrenden Mustern von bis zu 6 Basen,
die sich bis zu 100 mal wiederholen konnen. Hier ist die Wahrscheinlichkeit am hochsten, dass
sich trotz einer Verschiebung Wasserstoffbriicken mit dem gegeniberliegenden Strang
ausbilden. Bei einer erneuten Replikation werden die IDLs homolog mitrepliziert, so dass sich
die DNA am betroffenen Strang entsprechend verlangert. Die beiden neuen DNA Strdnge
werden somit in den Bereichen der Mikrosatelliten unterschiedlich lang; deshalb bezeichnet
man diese DNA als ,Heteroduplex” DNA und das gesamte Phdanomen als

Mikrosatelliteninstabilitat  (MSI) 2.

Diese kann bei entsprechender Lokalisation von
Einschrankungen bis zum Verlust der Funktion der entsprechenden Proteine fiihren.

MSI lasst sich mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachweisen. Vorher ausgewahlte
Mikrosatelliten-Loci werden gezielt vervielfaltigt und die DNA-Produkte elektrophoretisch
aufgetrennt. Es entstehen dabei Fragmente unterschiedlicher Liange, gemadll den
unterschiedlich langen Mikrosatelliten, was sich in einem entsprechenden Bandenmuster

ausdriickt (siehe Abbildung 2). Da die MSI durch die MMR korrigiert wird, lassen sich von dem

Grad der Instabilitat Riickschllsse auf die Effektivitat der Reparatur ziehen 2,

BAT 25 BAT 26 D55346 Die Abbildung zeigt, dass in den drei

Panel jeweils zwei verschieden lange

Y

Versionen der entsprechenden Gene
vorliegen, wobei die verkiirzte
Version Jjeweils durch *

gekennzeichnet ist.

pGem BM__T_BF BM_ T __T' BF BM T' T BF
12pb  BATZ5 BAT 26 D55346

Abbildung 2: MSI-Nachweis
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In der Diagnostik des Lynch-Syndroms findet diese Methode eine praktische Anwendung. Dabei
werden flnf definierte Genloci untersucht (BAT26, BAT25, D55346, D2S123, und D175250)
(siehe auch Abbildung 2) *°. Wird MSI in mindestens zwei dieser Loci nachgewiesen, so spricht
man von hoher Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H). Bei Instabilitdt in nur einem Locus spricht
man von niedriger Instabilitdt (MSI-L), liegt keine Mikrosatelliteninstabilitat vor, so bezeichnet
man die Loci als stabil (MSS).

Insgesamt sind ca. 15% aller kolorektalen Tumore mit einer MSI behaftet, diese ist jedoch in
vielen Fdllen nicht auf eine Mutation der MMR-Gene zuriickzufiihren. So kann z.B. der
Promotor des hMLH1-Gens methyliert werden, was zu einem Ausfall der Expression fiihren
kann. Dies ist vom Lynch-Syndrom abzugrenzen, da es sich hier um einen erworbenen Defekt
handelt. Die Spezifitat der Risikosatellitenanalyse ist somit eingeschrankt und die Diagnose mul}

durch weitere molekularbiologische Verfahren gesichert werden®?.

1.3.2 Molekularer Mechanismus

Die an der MMR beteiligten Protagonisten wurden erstmals in Bakterien nachgewiesen. Dabei
wurden 3 Enzyme entdeckt, die die essentiell fir die bakterielle MMR sind: MutL, MutS und
MutH. MutL und MutS liegen dabei als Heterodimere Proteine vor.

Die fur die humane DNA Mismatch-Reparatur spezialisierten MutS und MutL homologen
Proteine sind Heterodimere, die vorzugsweise in den aufgefiihrten Kombinationen vorkommen

kénnen (siehe Tabelle 3). MutH fehlt in der humanen MMR 2.

Tabelle 3: MMR Proteinkomplexe

Heterodimer | Bestandteile Funktion

MutSa hMSH2, hMSH6 Erkennung von Base-Base Fehlpaaarungen und kleinen IDLs”**

MutSp hMSH2, hMSH3 Erkennung von IDLs™’

MutLa hMLH1, hPMS2 Komplex mit fehlgepaarter DNA und MutSa; erhoht die Diskriminierung

zwischen Homo- und Heteroduplex DNA; Beteiligung bei der meiotischen

Rekombination®

MutLp hMLH1, hPMS1 Unbekannt™

MutLy hMLH1, hMLH3 In erster Linie an meiotischer Rekombination beteiligt; kann MMR

Aufgaben von MutLa tibernehmen 436

MLH: MutL homologes Protein; MSH: MutS homologes Protein; PMS: Post-Meiotisches-Segregationsprotein;

Prafix h: human
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Der Mechanismus der MMR ist in Pro- und Eukaryoten in weiten Teilen sehr dhnlich. Es
existieren jedoch Unterschiede, die den Mechanismus entscheidend beeinflussen kénnen und
im Folgenden genauer beschrieben werden.

Die humanen MutS homologen Heterodimere sind fiir die Erkennung der Basenfehlpaarung
verantwortlich. Von den 5 bekannten MutS Homologen sind 3 an der MMR beteiligt: hMSH2,
hMSH3, hMSH6 (siehe Tabelle 3). Dabei hat die Verbindung aus hMSH2/hMSH6 (MutSa) die
hochste Bindungsaffinitat zu einzelnen Basenfehlpaarungen und IDLs bis zu 2 Basen,
hMSH2/hMSH3 (MutSB) ist auf langere IDLs spezialisiert 2*. Strukturell muB man beim humanen
MutS zwischen funktionell getrennten Domanen unterscheiden:

Die Erkennung von Defekten geschieht N-terminal Uber eine spezifische Domane (Phe-X-Glu),
die nur in MSH6 vorkommt ’. Dabei ist noch nicht bekannt, wie die Erkennung von IDLs durch

MutSB funktioniert 32,

C-terminal besitzt jedes MutSa zwei zusammenhdngende ATP
Bindungsstellen, deren genaue Funktion jedoch auch noch nicht vollstandig geklart werden
konnte °. Bekannt ist, dass MutSa mit ADP beladen ist, wenn es nicht in DNA gebundener Form
vorliegt *°.

Durch die Bindung an eine Fehlpaarung ist MutSa an der entsprechenden Stelle der DNA fixiert.
Der Austausch von ADP zu ATP sowie die Prdasenz von Magnesium bewirken eine
Konformationsanderung, die einerseits zur Lockerung der Bindung, andererseits zur
UmschlieBung der DNA durch MutSa fuhrt. So kann es auf dem DNA Strang entlangfahren, was

40-42

man als sliding clamp bezeichnet . Es konnte allerdings auch in Versuchsanordnungen mit

unterbundenem Gleitvorgang eine DNA Reparatur beobachtet werden ****

. Diese sliding clamp
interagiert anschlieBend mit einem MutL-Protein, zumeist MutLa. MutL Proteine besitzen an
ihrem N-terminalen Ende eine GHKL (Gyrase/ Hsp90/Histidin-Kinase/MutL) ATPase und an
ihrem C-terminalen Ende eine Dimerisierungsdomane . Sie sind in der Lage, fest an DNA
Fragmente mit freien Enden oder an DNA Strangbriiche zu binden 46-48

Es wird angenommen, dass MutL Proteine die Interaktion zwischen dem durch MutS
markierten DNA-Defekt und den durch den Strangbruch definierten Startpunkt der Reparatur
vermitteln. Es ist noch nicht geklart, ob der Kontakt zwischen dem Strangbruch und dem DNA
Defekt durch Lokomotion des Komplexes oder Anndherung der betroffenen Strangregionen

durch Biegung der DNA zustande kommt.

Weitere fur die MMR benotigte Faktoren sind im Folgenden aufgefiihrt (siehe Tabelle 4):
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Tabelle 4: MMR Kofaktoren

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Es bildet analog dem MutS-MutL Komplex eine sliding clamp aus, die
die Polymerase an der DNA verankert. Dies ist bei der Replikation, aber

auch bei der MMR von Bedeutung, wo es mit MSH6/MSH3 interagiert

49,50

replication factor C (RFC) Er unterstitzt die Fixierung von PCNA auf der DNA

Exonuklease | (EXO1) Sie entfernt den fehlerhaften Strang, wobei sie in beide Richtungen

a 51,52
arbeiten kann ~~

single stranded binding factor replication = DNA-Bindungsproteine, die den korrekten Strang wahrend des

protein A (RPA) Reparaturvorganges schiitzen

. . g 53-55
non-histone chromatin component high-

mobility group box 1 (HMGB1)

DNA Polymerase 6 Auffillen der Nukleotidliicken *°

DNA Ligase | Verbindung der endsténdigen Basen des neuen Stranges

Die Informationen, die zu den jeweiligen Protagonisten gewonnen werden konnten, sind zu
einem moglichen Reparaturmechanismus unter der Beteiligung von MutSa und MutlLa
verknipft worden >738 (siehe Abbildung 3).

Wie oben beschrieben wird nach der Bindung von MutSa oder MutSR an den DNA-Defekt durch
die Rekrutierung von MutLa oder MutlLy der MutS-MutL Komplex gebildet. Dieser I6st ATP
abhangig die Bindung von MutSa, gleichzeitig bildet er eine Pore um die DNA, so dass er auf ihr
entlanggleiten kann. Dies ist in beide Strangrichtungen moglich (5'>3" bzw. 3’>5’) und dauert
an, bis der Komplex auf einen Strangbruch trifft, welcher die Voraussetzung fiir die Auftrennung
des defekten DNA-Stranges durch Exonukleasen darstellt. Im Leitstrang sind dies die
Strangenden oder zufillige Strangbriiche, im Folgestrang kann dies auch an Okazaki-
Fragmenten vorkommen. Die Strangbriiche tragen jeweils an ihrem 3’-Ende ein Molekiil PCNA
und am 5’-Ende ein Molekil RFC. Die folgenden Schritte hangen von der Richtung ab, in der sich
der nachste, fiir den Reparaturbeginn notwendige, Strangbruch befindet:

Trifft ein MutS-MutL Komplex in 5’-Richtung auf einen Strangbruch, so bindet der Komplex an
das dort angeheftete RFC, welches EXO1 anlagert. Diese entfernt den Einzelstrang, bis die
Fehlpaarung erreicht ist. Nach deren Entfernung dissoziiert die Exonuklease, was durch den
MutS-MutL Komplex gesteuert wird. Der freiliegende Einzelstrang wird durch RPA Molekiile

stabilisert. Das am 3’-Ende des initialen Strangbruches lokalisierte PCNA unterstiitzt die
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Bindung der DNA Polymerase §, welche den entfernten Stranganteil wieder resynthetisiert und
die DNA Ligase | fiillt die Licken zwischen den Strangenden auf.

In die andere Richtung trifft der MutS-MutL Komplex auf ein am 3’-Ende des Strangbruches
assoziiertes PCNA. |hre Interaktion flhrt wiederum zu einer Aktivierung der EXO1, so dass der
Strang in Richtung der Fehlpaarung entfernt wird. Der freie Einzelstrang wird wie oben
beschrieben durch RFC Molekiile stabilisert. PCNA ,begleitet” zusammen mit dem MutS-MutL
Komplex die Exonuclease, so dass es am Ende des Resektionsvorganges am 3’-Ende des
Reststranges hangt. Wie bereits beschrieben schlieen sich die Resynthetisierungsschritte der
DNA Polymerase 6 und der DNA Ligase an.

In beiden Fallen verhindert das Molekdl, welches nicht mit dem MutS-MutL Komplex interagiert
(in 5’-Richtung PCNA und in 3’-Richtung RFC), dass eine Strangresektion in der der Fehlpaarung

abgewandten Seite stattfindet.

5 A 3
¥ = 1. MutSa bindet an DNA Defekt
@ - ATP = Rekrutierung von MutLa=>» MutS-MutL Komplex
t; ?J ADP

~ 2. MutS-MutL bildet DNA-Pore, MutS 16st sich vom DNA
“:4@ y7a) ) {1 N Defekt
B pra— ) — e §

P = sliding clamp, gleitet nach 5>3‘ / 3‘>5/, bis es auf

‘) ‘/’.//C/{f&\ 3 Strangbruch trifft
' i i

::@@ o : 4 = 7 . 3. Dort Auftrennung des Stranges durch EXO1
iy viie = Schutz der Strangenden durch PCNA(3) und RFC(5°)
\ { Q a. 3'>5'Richtung: MutS-MutL bindet an RFC,

Anlagerung EXO1, Dissoziation RFC ; MutS-MutL
steuert Strangresektion durch EXO1 bis Fehlpaarung,
dann Dissoziation von EXO1; der offene Strang wird
durch RPA stabilisiert

b. 5°3Richtung: MutS-MutL bindet an PCNA,

Anlagerung EXO1, Muts-MutL steuert
mqp Strangresektion durch EXO1 bis Fehlpaarung; PCNA
ﬂ gleitet mit MutS-MutL mit, Stabilisierung des freien
\ Stranges durch RPA

I

¥ 4. DNA Polymerase & bindet an PCNA und resynthetisiert

den Strang

z
@ @ Eﬁ % @ Q} [:O M~ 5. Verbindung der Nucleotidliicken durch DNA Ligase

‘ Mut 5o Mutloo RPA PCNA RFC Pold DMNA ligase

Abbildung 3: Modell des MMR-Mechanismus

In diesem Modell wurde die Frage, wie sich der MutS-MutL Komplex in welche Richtung

59

bewegt, nicht geklart. Einfache Diffusionsprozesse und gerichtete ATP-abhangige

Mechanismen werden diskutiert °.

-10-
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1.3.3 Weitere Funktionen von MMR Proteinen

Die Proteine hMLH1 und hMSH2 sind multifunktionale Enzyme, denen neben ihrer Beteiligung
an der DNA Reparatur weitere davon unabhingige Aufgaben zugeschrieben werden #%2.

Hierzu gehort die Beteiligung von hMLH1 und hMSH2 an Mechanismen des Immunsystems,
namentlich der somatischen Hypermutation (SHM) und dem Immunglobulin-Klassenwechsel ®3.
Zudem ist bekannt, dass hMLH1 an Vorgdangen wahrend der Meiose beteiligt ist, speziell an
genetischen Rekombinationsschritten .

Auch die Regulation von Zellzyklus und Wachstum wird durch MMR-Enzyme beeinflusst;
hMLH1 und hMSH2 sind Uber die Aktivierung von entsprechenden Kinasen (hMSH2: CHK2,
hMLH1: ATM) fiir die Aktivierung des S-Phase-Kontrollpunktes des Zellzyklus verantwortlich.

Dieser 16st bei der Detektion von DNA Lasionen einen Arrest nach der DNA Synthesephase aus,

um die entdeckten Schiden zu beheben .

1.4 Nachweisverfahren von Protein-Protein Interaktionen

1.4.1 Etablierte Nachweismethoden

Verschiedene Methoden haben sich bewdhrt, um Interaktionen zwischen zwei Proteinen

nachzuweisen:

1.4.1.1 In vivo fusionsbasierte Protein Purifikation

Eine wichtige Methode fiir den Nachweis von Protein-Protein Interaktionen stellt die in vivo
fusionsbasierte Protein Purifikation dar.

Bei dieser Methode werden Sequenzen fiir bestimmte Markerproteine verwendet, die eine
hohe Affinitdt zu vordefinierten Proteinpartnern haben (affinity tags). Eine solche
Basensequenz wird mit der eines Kdderproteins, das untersucht werden soll, fusioniert und in
ein Plasmid integriert. Das Plasmid wird in eine Zelle eingebracht und exprimiert dort sein
Genprodukt. Durch die Verwendung von eukaryotischen Zellen kommt es zur Ausbildung von
Proteinbindungskomplexen mit den physiologischen Bindungspartnern im entsprechenden
subzelluldren Kompartiment (z.B. Mitochondrien).

AnschlieBend werden die Zellen lysiert und (ber einen festen Bindungspartner des
Markerproteins vom Rest des Zelllysates getrennt, z.B. durch Sdulenchromatographie. Nach
Elution werden die Proteinkomplexe elektrophoretisch aufgetrennt und gebundene Proteine

iiber massenspektrometrische Verfahren identifiziert .
-11 -
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Die Expression in eukaryotischen Zellen ermoglicht posttranslationale Modifikationen (PTMs),
welche, durch beispielsweise phosphorylitische Vorgange, die Affinitdit zu den
Bindungspartnern entscheidend beeinflussen kénnen . Dies kann je nach Proteinstruktur und
Modifikation die Bindungsstarke positiv oder negativ beeinflussen.

Ein Problem dieser Methode liegt in der moglichen Interaktionen mit Fremdproteinen.
Besonders wenn die Bindungsstarke niedrig oder die Bindungskinetik hoch sind, kénnen bereits
gebundene Proteine durch andere Partner mit hoherer Affinitdt verdrangt werden.

Diese Gefahr besteht vor allem beim Schritt der Zellyse, welcher zur Auflosung der
Zellkompartimente und somit zur Durchmischung des gesamten Zellproteoms fiihrt.
Weitere Probleme kénnen durch die Anwendung chromatographischer Verfahren entstehen,
da die Bedingungen in den Pufferl6sungen der Testrohrchen stark unterschiedlich zu denen im
physiologischen zellularen Milieu sein kdnnen. Dies liegt beispielsweise an den
unterschiedlichen Konzentrationsverhaltnissen der Partnerproteine. Es ist demzufolge maoglich,
dass Proteine im zelluldren Milieu Bindungen eingehen, diese sich aber in den an die Zellyse
anschlieRenden Schritten wieder 16sen ®8. Zudem kénnen schwichere Proteinbindungen durch
Waschvorgange gelost werden.

Liegen die beteiligten Proteine nur in geringen Mengen vor, so kdnnen ihre Banden bei der
anschliefenden Elektrophorese durch andere liberdeckt werden, die in h6herer Konzentration
vorliegen.

Das Koderprotein ist in den entsprechenden Zellen oft Uberexprimiert, so dass die
Konzentration von den physiologischen Bedingungen abweicht. In der Folge kann das Protein
unverhaltnismassig viele Interaktionen mit unspezifischen Liganden wie Chaperon- oder
Hitzeschockproteinen eingehen, die bei der Synthese das noch unfertige Protein schiitzen
sollen. Generell stellen die Interaktionen mit unspezifischen Liganden eine Fehlerquelle fir
falsch-positive Versuchsergebnisse dar. Neben den oben genannten Chaperonen und
Hitzeschockproteinen finden sich hier auch Vertreter der ribosomalen Proteine oder auch der
metabolischen Enzyme 6,

Die Uberexpression eines Proteins kann zu zelluldren Funktionsinderungen bis hin zum Zelltod
fuhren °, eine Modifizierung des Proteins durch Fusion mit einer tag-Sequenz kann zudem die
Eigenschaften des Proteins verandern. Dies kann die Affinitdat zu den Bindungspartnern, die

Membrangangigkeit oder die Translokation innerhalb der Wirtszelle beeinflussen.

-12 -
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Letztendlich kann auch die tag-Fusion dem Kdderprotein zytotoxische Eigenschaften verleihen.

Aus diesem Grund befindet sich die Markersequenz einerseits am N- als auch am C- Ende &

1.4.1.2 Tandem Affinitats Purifikation

Eine Weiterentwicklung der beschriebenen Methode stellt die Tandem Affinitats Purifikation
(TAP) dar 2 Hier werden anstatt einem zwei, Uber eine Proteinsequenz verbundene,
Markerproteine mit dem Koderprotein fusioniert. Die Verbindungsregion mul} unter anderem
zwei wichtige Eigenschaften besitzen: einerseits mufl sie relativ unabhadngig von den
Stoffwechselprozessen in der Wirtszelle sein, andererseits sollte sie hochspezifische
Schnittstellen fiir bestimmte Proteasen besitzen. Ein Beispiel hierfiir ist ein Protein des tobacco
etch virus (TEV), das einerseits sehr unterschiedlich vom eukaryotischen Proteom ist,

andererseits eine hochspezifische Schnittstelle fur die TEV-Protease hat ”>.

1. Waschvorgang:

(1) Die Interaktion Zielprotein /
Schnittstelle fur
TEV-Proteasen

Zielprotein Kéderprotein t Marker 2

2. Waschvorgang:

Zielprotein Kaderprotein t

Kéderprotein-Marker1-Marker2 findet
in einem fliissigen Medium statt (nicht

abgebildet).Danach bindet Marker2 an

Festphase 1

Festphasel (meist Sdulengranula.) Es

folgt ein Waschvorgang.

(2) Der Komplex (s.o.) wird durch Zugabe

von TEV-Proteasen gespalten.Dann

bindet Markerl an Festphase2 und es

Festphase 2

folgt ein weiterer Waschvorgang.

Abbildung 4: Tandem Affinitats Purifikation

Dies ermoglicht zwei hintereinandergeschaltete Purifikationsschritte: Im ersten Schritt wird
eine Bindung des ersten Markerproteins an einen ortsstiandigen Liganden, beispielsweise in
einer Chromatographiesaule, durchgefiihrt. Nach einem Waschvorgang wird durch Einsatz der
TEV Protease die Verbindung zwischen Markerprotein 1 und 2 getrennt, so dass der Komplex
aus dem zweiten Marker, dem Koder- und den Ligandenproteinen von der Saule gelost werden

kann. Die anschlieBende erneute Chromatographie mit Waschschritten verringert die

-13-
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Kontamination mit unspezifischen Liganden deutlich (s.o., siehe Abbildung 7). Die folgenden
Schritte sind wie bei der einfachen Purifikation eine chromatographische Auftrennung und eine
massenspektrometrische Analyse.

Diese Methode besitzt eine relativ hohe Spezifitat, allerdings ist sie weniger dazu geeignet,
Proteininteraktionen geringerer Bindungsstarke nachzuweisen, da diese durch die multiplen
Waschvorgange verloren gehen konnen. Zudem benétigt die Methode eine relativ groRe
Menge an Ausgangsmaterial, was zu Problemen bei der Untersuchung von Proteinkomplexen
geringer Konzentration fithren kann ", Fiir den erfolgreichen Einsatz in Siugerzellen muRte die
TAP noch weiter modifiziert werden ”.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in vitro Purifikationsmethoden gut geeignet
sind, Proteinkomplexe mit mehr als einem Liganden darzustellen. Dabei konnen die Liganden
alle posttranslationalen Modifikationsschritte durchlaufen, so dass sie am Ende der Purifikation
in ihrer physiologischen Form vorliegen.

Schwichen zeigen sich beim Nachweis von Liganden geringer Konzentration oder

Bindungsstarke, was besonders die Tandem Affinitats Purifikation betrifft.

1.4.1.3 Quantitative Proteomics

Eine Moglichkeit, Interaktionen mit unspezifischen Liganden und somit falsch-positive
Ergebnisse auszuschliessen, stellen quantitative Proteinnachweismethoden dar (quantitative
proteomics). Es handelt sich dabei um Techniken, mit denen man Proteine durch stabile Isotope
unterschiedlich markieren kann. Fiihrt man nun Versuchsreihen mit mehreren Kéderproteinen
durch und vergleicht ihre Ergebnisse der Elektrophorese, kdnnen die Banden unspezifischer

. . . 76-7
Liganden an einem gemischten Isotopenmuster erkannt und ausgeschlossen werden "2,

! 1 spezifische Interaktionen
t
=]
e | Kontaminanten
: losotop || lsotop2
a
N
m/z

Abbildung 5: Quantitative Proteomics
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1.4.1.4 Chemical Crosslinking

Beim chemical crosslinking bilden Aminosduren unter Einsatz entprechender Substanzen
kovalente Bindungen untereinander aus, und vernetzen so Proteine, die miteinander
interagieren. Die dabei entstehenden Proteinkomplexe werden im Anschluss elektrophoretisch
aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. Fir die Quervernetzung wird
beispielsweise N-Hydroxysuccinimid zur Veresterung von Lysingruppen verwendet. Die
Vernetzungsvorgange konnen gleichzeitig mit Photoaktiven oder radioaktiven Substanzen
erganzt werden. Durch die Starke der, durch das Crosslinking erzeugten, Bindungen kdnnen
auch sehr groRe Proteinkomplexe mit nur schwachen Bindungskraften nachgewiesen werden.

Im Umkehrschluss kann jedoch die Starke der Interaktion kaum beurteilt werden .

1.4.1.5 Konfokale Laser-Mikroskopie

Voraussetzung des Interaktionsnachweises mittels Konfokaler Laser-Mikroskopie ist, dass
interagierende Proteine in raumlicher Nahe zueinander stehen und dies nachgewiesen werden
kann. Die Proteine werden hierzu in geeigneten Zellen koexprimiert. Dabei kdnnen die
potentiellen Partner mit zusatzlichen Markersequenzen fusioniert sein, die mit Antikérpern
detektierbar sind, oder es werden proteinspezifische Erstantikorper verwendet.

Nach Bindung des Erstantikdrpers erfolgt die Inkubation mit unterschiedlichen sekundaren
Fluoreszenzantikdrpern. Interagieren die Proteine tatsdchlich miteinander, kann durch
Uberlagerung der verschiedenen Fluoreszenzen die Kolokalisation nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 6). Vorteil dieser Methode ist die Moglichkeit, dass subzellulare Kompartimente, in
der die Interaktion stattfindet, ausfindig gemacht werden kdnnen. Zur genaueren Bestimmung

kénnen Strukturen wie Zellorganellen parallel gefarbt werden.
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Die Abbildung zeigt ein Beispiel fiir die
konfokale Lasermikroskopie.

Die Abgebildeten Zellen wurden mit

Antikérpern gegen Protein A (rot), und
parallel gegen Protein B (griin) inkubiert und
aufgenommen.

Im Anschluss wurden die beiden Bilder
libereinandergelegt.

Interaktions-bereiche férben sich hier durch

die Farbiiberlagerung gelb.

Abbildung 6: Konfokale Laser-Mikroskopie
14.1.6 Koimmunoprazipitation

Die Koimmunoprazipitation findet vor allem Anwendung bei der Verifikation von, mit anderen
Methoden detektierten, Protein-Protein Interaktionen.

Es werden Komplexe bestehend aus dem Kéderprotein und den Bindungsproteinen aus

einem Zelllysat ausgefallt. Dies geschieht mit Hilfe von Antikdrpern, die gegen das Kéderprotein
oder das Bindungsprotein gerichtet sind. Die Zelllysate werden also bei dieser Methode zuerst
mit den gewlinschten Antikdrpern inkubiert. Da der Fc-Anteil von Antikérpern durch spezifische
Proteine mit hoher Affinitat gebunden werden kann, werden anschliefend dem Gemisch
derartig beschichtete Sepharose-Partikel zugesetzt. Ein Sepharose-Partikel kann mehrere
Antikorper-Kéderprotein-Komplexe binden. Nach einigen Aufreinigungschritten werden die
prazipitierten Proteine von der Sepharose getrennt und durch Westernblot oder
massenspektrometrische Verfahren abschlieend analysiert.

Die Koimmunoprazipitationen kénnen unterschiedlich durchgefiihrt werden:

So koénnen beispielsweise endogene Proteine und ihre endogenen Interaktionspartner mittels
spezifischer Antikorper, die gegen das Koderprotein gerichtet sind, nachgewiesen werden.
Hierbei liegen die Proteine in physiologischen Konzentrationen vor, die meist sehr niedrig sind.
Dies kann dazu fuhren, dass entweder gar kein Nachweis moglich ist, oder dass die Antikdrper

Protein-Protein-Interaktionsstellen von Interesse blockieren.
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Eine weitere Variante stellt die Uberexpression des Kéderproteins in der Zelle dar. Hierfiir sind
geeignete Zellen und Expressionsplasmide auszuwdhlen. Durch die hoéheren
Proteinkonzentrationen wird der Nachweis erleichtert, die Konzentrationen weichen jedoch
von den physiologischen Bedingungen ab. Deshalb sollte eine Bestatigung der Ergebnisse durch
die zuvor beschriebene Methode mit endogenem Kdder- und Interaktionsprotein erfolgen.
Gleichzeitig kann neben dem Kdderprotein auch das Interaktionsprotein in der entsprechenden
Art und Weise Uberexprimiert werden.

Bei Proteinen, flir die beispielsweise keine spezifischen Antikérper verfligbar sind, ist es
moglich, das Gen des Koderproteins mit einer tag-Sequenz auf einem Plasmid zu fusionieren.
Eine tag-Sequenz kann verschiedene Eigenschaften haben: sie kann z.B. kovalente Bindungen
mit Sdulenmaterialien eingehen, Bindungsstelle fir Antikdrper sein oder weitere chemische
Eigenschaften wie Fluoreszenz besitzen. Letzteres ist hilfreich bei der Lokalisation des zelluldren
Subkopartiments, in welchem die Interaktion stattfindet.

Die Aufreinigung erfolgt dann entweder direkt, z.B. durch entsprechende Saulen, oder durch
gegen die tag-spezifische Antikorper. Ein Vorteil hierbei ist, dass die Antikdrper vom
Koderprotein unabhangig sind. Die Gefahr der Blockierung der Interaktionsstelle durch
Antikorper kann so verringert werden. Allerdings konnen die Eigenschaften des Koderproteins

durch die Fusion mit der tag-Sequenz verandert werden 80,

1.4.1.7 Zweihybrid-System

Eine weitere Methode zum Nachweis von Protein-Protein Interaktionen stellen die Zweihybrid-
Systeme dar.

Sie basieren auf der molekularbiologischen Erkenntnis, dass der Transkriptionsvorgang durch
Proteine reguliert wird, die mit der DNA, welche abgelesen werden soll, und der RNA
Polymerase wechselwirken. Die Gene von RNA Polymerase und Regulatorprotein werden
jeweils mit der eines Kandidatenproteins fusioniert, so dass eine Interaktion dieser beiden
Proteine zu einer Aktivierung der Transkription fiihrt. Das Transkriptionsprodukt muf3 leicht zu
detektieren oder zu quantifizieren sein .

In dieser Arbeit wurde das Bacteriomatch Two — Hybrid System (Firma: Stratagene, La Jolla;

California/USA) verwendet, welches im Bereich ,Methoden“ ausfiihrlich behandelt wird.
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2 Ziele

Mit Hilfe eines bakteriellen Zweihybridsystems sollten bisher unbekannte Interaktionspartner

des humanen MMR Proteins hMLH1 identifiziert und bekannte Interaktionspartner bestatigt

werden. Die Arbeit umfasst dabei folgende Teilabschnitte:

1. Etablierung eines Zwei-Hybrid-Screens mit dem Bacteriomatch Two — Hybrid System

2. Identifikation von Interaktionspartnern von hMLH1 mit dem Bacteriomatch Two — Hybrid
System

3. Sequenzabgleich der identifizierten Klone und Erstellung eines Profils der zugehorigen

Proteine
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3 Methoden

3.1 Zweihybrid-Systeme: Entwicklung und Bestandteile

3.1.1 Architektur der RNA Polymerase und Funktion der a-Untereinheit

Grundlage aller Zweihybrid-Systeme ist die Bindung zwischen der RNA Polymerase und
verschiedenen Transkriptionsfaktoren °,

Eine Stimulation der Transkription durch direkte Wechselwirkung von Faktoren mit der
Polymerase wurde schon frih vermutet. Der genaue Mechanismus blieb jedoch lange
unbekannt %,

Am Beispiel des Lac-Operons wurde 1987 ein Modell entwickelt, bei dem ein Repressorprotein
an den Promotorbereich bindet und so eine Transkription verhindert.

83,84).

Die Gultigkeit des Modells konnte lange nicht eindeutig bewiesen werden

Die RNA Polymerase (RNAP) besteht aus 4 Untereinheiten: a, B, B’ und o (siehe Abbildung 7).

faYa) Pos |
CTDCTD) (oNTD ) — B

Abbildung 7: Modell der RNA Polymerase

o ist fur die Erkennung der Promotorregion verantwortlich und dissoziiert nach erfolgreicher
Bindung an die DNA vom afBpf’Komplex 8,

Die Untereinheiten B und B’ sollen fir die Bildung des eigentlichen Initiations- und
Elongationskomplexes verantwortlich sein.

Der a-Untereinheit der RNA Polymerase (RNAPa) wurde lange Zeit lediglich eine stabilisierende
Rolle bei der Komplexbildung zugeschrieben 2°. Sie besteht aus einer C-terminalen und einer N-
terminalen Domane, die lber eine flexible Verbindung (/inker-Region) miteinander verbunden
sind. Diese ermoglicht eine freie Beweglichkeit der C-terminalen Domane.

Erste Hinweise, dass ihr noch weitere Aufgaben wahrend der Transkription zukommen, wurden

bei Versuchen mit Bakteriophagen vom Typ T4 gefunden 8
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Es wurde beobachtet, dass bei Bakterien mit T4 Befall ADP-Ribosylierungen an a-
Untereinheiten vorlagen, die zu einer veranderten Affinitat der Polymerase zum Promotor
flihrten. Andere Untersuchungen lieBen vermuten, dass wichtige Transkriptionsfaktoren in der
C-terminalen Domane der a-Untereinheit der RNA Polymerase (aCTD, siehe Abbildung 7) im
RNAPa-Gen lokalisiert sein konnten .

Durch Antikorper gegen Epitope der a-Untereinheit konnte die Transkription beeinflusst
werden, dabei fand sich speziell eine verminderte Transkription am cAMP-Rezeptor-Protein
(CRP)-abhangigen Lac-Promotor. CRP ist ein flir das Lac-Operon spezifischer
Transkriptionsfaktor. Diese Ergebnisse wiesen auf eine direkte Protein-Protein Interaktion
zwischen RNAPa und CRP hin, die durch die spezifischen Antkdrper unterbunden worden war
89,90.

Dies lasst auch Riickschlisse auf die C-terminalen Region der a-Untereinheit zu. Sie ist an
einigen Mechanismen der Transkriptionsregulation beteiligt, scheint aber insgesamt von der
Kernfunktion der Polymerase relativ unabhangig zu sein i

Die Erkenntnis, dass RNAP durch Protein-Protein Interaktion zwischen der a-Untereinheit und
Transkriptionsfaktoren reguliert werden kann, ist die Grundlage, auf der alle Zweihybrid-

Systeme entwickelt wurden.

3.1.2 Hefebasierte Zweihybrid-Systeme

Erste Zweihybrid-Systeme wurden fir Hefen vom Stamm Saccharomyces cerevisiae entwickelt.
In einer der ersten Verdffentlichungen, die sich mit diesem Thema beschiftigt ®, wurde das
GAL4-Gen des Hefepilzes Saccharomyces cerevisiae verwendet, das fir einen
Transkriptionsfaktor kodiert. GAL4 reguliert die Transkription des lacZ-Gens, das fir das Enzym
R-Galaktosidase kodiert und Organismen die Galaktoseverwertung ermdoglicht. Bei
Transkription und Expression dieses Gens ist ein Wachstum auf einem Minimalnahrboden, der
lediglich Galaktose als Kohlenstoffquelle aufweist, moglich.

GAL4 besteht aus zwei getrennten und funktionell essentiellen Domanen. Die eine liegt N-
terminal und bindet an bestimmte DNA Sequenzen (UasG-Promotor); die andere liegt C-
terminal und enthalt Saureanteile, die flr die Initiation der Transkription notwendig sind. Das
Gen besteht aus insgesamt 881 Basenpaaren, wobei die 147 N-terminalen Aminosauren die
DNA Bindungsregion an den UasG-Promotor darstellen und die 113 C-terminalen Aminosauren

die Region fir die Transkriptionsaktivierung kodieren.
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Fields et al. trennten die beiden Domanen des GAL4-Gens voneinander und verknipften sie
jeweils mit einem anderen Protein: die C-terminale Domane mit einem Protein X, die N-
terminale Domdne mit einem Protein Y. Bei Interaktion von Protein X und Y kommen die C- und
die N-terminale Domane in raumliche Nahe und ermdglichen so die Transkription des lacZ-
Gens.

In der Arbeitsgruppe von Fields wurden fiir die Proteine X und Y die Hefeproteine ausgewahlt,
die fur die Gene SNF1 und SNF4 kodieren. Beim SNF1-Protein handelt es sich um eine Serin-
Threonin-Proteinkinase, beim SNF4-Protein um einen essentiellen Cofaktor der Kinase *2. Es
wurden zwei Expressionsvektoren hergestellt. Das erste Plasmid enthielt die DNA-
Bindungsdoméane des GAL4 Gens (Basen 1-147), fusioniert mit dem SNF1 Gen. Das zweite
Plasmid enthielt eine Fusion aus der Domane fiir die Transkriptionsaktivierung und dem SNF4
Gen. Im Versuch wurde ein Sacharomyces cerevisiae-Stamm (GHHY1::171) verwendet, der
weder das GAL4- noch das GAL80-Gen (negativer Regulator von GAL4) aufweist. Der UasG
Promotor und das lacZ-Gen, die fir die Wirksamkeit des GAL4 Proteins notwendig sind, waren
im Hefegenom integriert. Um die erfolgreiche Einbringung der Hybridplasmide in den Wirt zu
verifizieren, wurden die Gene LEU2 und HIS3 in die Plasmide integriert. Sie ermoglichen das
Wachstum in histidin- und leucinarmer Umgebung. Da die verwendeten Minimalnahrbdden
histidin- und leucinfrei waren, wirkten LEU2 und HIS3 als Selektionsmarker. Um die Starke der
Interaktion zu quantifizieren wurde die Aktivitdit der R-Galaktosidase Uber eine
galaktoseassoziierte Farbreaktion bestimmt.

Bei erfolgreicher Kotransformation mit beiden Plasmiden (GAL4 (1-147) - SNF1 ; SNF4-
GAL4(768-881)) konnte eine Farbreaktion nachgewiesen werden, die wesentlich starker war als
bei einfacher Transformation mit nur einem Plasmid. Am starksten war die Farbreaktion jedoch

bei einer Kontrolle mit reinem GAL4 (siehe Abbildung 8).

-21-



Methoden

GAL4 steigert durch erleichterte

i S~
- - . \

& Bindung von RNAP an die DNA die
/C-GAL4 ) (C-GAL4

‘ ‘ s & N ' Transkription. Song et al. teilten

(sNFe | sNFa | [ interaction | N P

s O . B GAL4 auf und schalteten die
| ‘ lacZz [ bekannten Interaktions-partner

GAL4 binding site \@ m = ~ “=> } SNF1 / SNF4 dazwischen. Die

Transkript-ionsrate stieg hierdurch

fast so hoch wie bei reinem GALA4.

Abbildung 8: Modell des Hefe Zweihybrid-Systems (vereinfachte Darstellung)

Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass durch die Interaktion der beiden Proteine (GAL4 (1-

147) - SNF1 ; SNF4-GAL4(768-881)) die Transkriptionsrate des lacZ-Gens erhéht worden war.

3.1.2.1 Weiterentwicklung von Hefe Zweihybrid-Systemen

Versuche mit hefebasierten Zweihybrid-Systemen gestalten sich hinsichtlich der niedrigen
Wachstumsgeschwindigkeit und Transformationseffektivitat relativ aufwendig.

Zudem konnen die Proteine, die auf den eingebrachten Plasmiden liegen, den Metabolismus
der Wirtszelle beeinflussen, wenn sie homolog zu bestimmten wachstumsregulierenden oder
apoptotisch wirksamen Hefeproteinen sind %3, Aus diesem Grund wurde nach Verbesserungen
der Methode gesucht.

Ein Ansatz ist hierbei die Substitution der Hefen durch Bakterienstamme.

Bakterien sind hinsichtlich der Transformationseffektivitat und Kultivierbarkeit den Hefen
deutlich (berlegen. Weiterhin gestaltet sich die Extraktion von Plasmid DNA aus Bakterien
leichter als aus eukaryotischen Zellen. Der zytotoxische Effekt durch Plasmidproteine ist zudem
verringert.

Da Bakterien keinen Zellkern besitzen, kdnnen Interaktionen unabhdngig vom zelluldren
Subkompartiment detektiert werden. Dies ist dann von Vorteil, wenn ein Protein verschiedene
Funktionen inner- und aullerhalb des Zellkerns hat.

Allerdings miussen die aus den bisherigen Systemen gewonnenen Erkenntnisse an die
unterschiedlichen Verhaltnisse in Wirtsbakterien angepasst werden.

Als Interaktionspartner mit dem Transkriptionsapparat der Bakterien miissen andere Proteine

eingesetzt werden. Verwendung findet beispielsweise das Repressorprotein des Phagen A (Acl)
94

-22 -



Methoden

3.1.2.2 Der A Repressor

Der Operator des Bakteriophagen A wird in einigen bakteriellen Zweihybrid-Systemen
verwendet. Bakteriophagen sind Viren, die ihre eigene DNA in ein Wirtsbakterium einbringen
und sich dort vermehren. Dabei gibt es zwei alternative Reproduktionswege: den lytischen, und
den lysogenen Zyklus. Beim lytischen Zyklus werden die Phagen im Bakterium vermehrt und
anschliefend wird die Wirtszelle lysiert.

Beim lysogenen Zyklus wird die Phagen DNA in das Zellgenom integriert und dann bei jeder
Zellteilung mitrepliziert. Die Zellyse wird jedoch unterdrickt.

Ob der lytische oder der lysogene Zyklus aktiviert wird, wird transkriptionell durch Acl gesteuert

95,96

f % . Die N-terminale Domine besteht aus 92

Acl weist zwei unterschiedliche Domdnen au
Aminosauren und vermittelt die Bindung an die DNA. Die C-terminale Region ist Uiber eine
Verbindung von 40 Aminosauren angehangt und umfasst 104 Aminosauren. Sie ist sowohl fir
die Dimerbildung als auch fiir die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich % Acl hat
nicht nur eine transkriptionshemmende Funktion, sondern kann auch als
Transkriptionsaktivator wirken.

Auf dem A-Chromosom kann Acl an 6 Operatoren binden. Diese sind in zwei Gruppen eingeteilt:
die rechte Operator-Region und die linke Region (OR und OL). Diese beiden Gruppen sind etwa
2500 Basenpaare voneinander entfernt und bestehen aus jeweils 3 Operatorbindungsstellen
(OR 1-3 und OL 1-3). Diese umfassen jeweils 17 Basenpaare und sind durch Sequenzen von drei
bis sieben Basenpaaren verbunden.

Acl bindet jeweils als Dimer an jede dieser Bindungsstellen. Da sie in ihrer Sequenz variieren, ist
auch die Stabilitat der Bindung unterschiedlich. Fir OR/L 1 ist sie jeweils am starksten.

Die oben beschriebene Fahigkeit der Dimerisierungsdomane, weitere Proteinbindungen
einzugehen, ermoglicht es weitere Repressordimere zu binden und ihre Interaktion mit einer
angrenzenden Bindungsstelle zu erleichtern. Eine Bindung an die andere Operatorregion (OR
bzw. OL) ist auch moglich, wenn sich die beiden Regionen in einer DNA Schleife
gegenlberliegen, so dass insgesamt Repressortetramere oder Octamere entstehen kénnen.

Acl kann allerdings nicht nur die Transkription der Lysegene inhibieren, sondern erfillt auch
noch weitere Funktionen: Eine Bindung an OR2 kann die Transkription der Gene fiir den
Lysogenen Zyklus an dem entsprechenden Promotor (promotor for repressor maintenance=

PRM) stimulieren %294,
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Bei der Entwicklung von bakteriellen Zweihybrid-Systemen wurde nach Proteinen gesucht, die
eine Bindung der zu untersuchenden eukaryotischen Proteine an die bakterielle DNA
ermoglichen. Beim Bacteriomatch Two — Hybrid System wurden die Erkenntnisse (iber die
Bindung von Acl an seinen Operator verwendet.

Hierzu wurde das Gen fiir Acl auf einem Plasmid integriert, wobei an das C-terminale Ende die
DNA-Sequenz eines zu untersuchenden Proteins einkloniert wurde. In das Bakteriengenom
wurde ein einzelner A-Operator vom Typ OR2 integriert, der wie oben beschrieben eine hohe

Bindungsaffinitat und eine transkriptionsaktivierende Funktion besitzt.

3.1.3 Entwicklung eines bakteriellen Zweihybrid-Systems

Erste Ansatze fur die Entwicklung eines bakteriellen Zweihybrid-Systems stammen von einer
Forschungsgruppe aus Harvard '®.

Ein Problem in der Entwicklung bestand in den Unterschieden im Genom von Pro- und
Eukaryoten. Die bisherigen Interaktionspartner aus dem Hefe-Zweihybrid-System mufRten
gegen Proteine ausgetauscht werden, die in der Lage sind an das Bakteriengenom zu binden.
Hier machte man sich die genauen Kenntnisse iber Acl und RNAP zunutze.

Acl besteht aus einer DNA bindenden Doméane und einer Domaéne, die Protein Interaktionen
eingehen kann. Die C-terminale Domdne von RNAPa (aCTD) ist fir die Bindung von
Transkriptionsfaktoren zustandig oder kann direkt an DNA binden und so die Transkription
einleiten. Die N-terminale Domadne von RNAPa (aNTD) ist fiir die Komplexbildung mit den
anderen Enzymuntereinheiten verantwortlich.

oCTD wurde mit der C-terminale Doméne eines Acl (ACTD) fusioniert. Dieser Anteil von Acl ist
normalerweise zustandig flr die Dimerisierung von zwei Repressorproteinen. Das entstandene
Fusionsprotein (RNAPa-Acl) kann nun mit dem C-terminalen Ende anderer A-Repressorproteine
interagieren.

Zusatzlich wurde ein einzelner A-Operator (Typ OR2) in das Genom eines E.coli (MC1000 F’laclq)
integriert. Dieser wurde 62 Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt eines Lac-Promotors
lokalisiert und bildet die Bindungsstelle fiir A-Repressorproteine. Diese kdnnen einerseits direkt
die Transkription aktivieren (siehe 3.1.2.2) oder weitere A\-Repressorproteine binden. Anstatt
eines weiteren A-Repressorproteins kann hier auch RNAPa-Acl binden. Dieser Zusammenhang

ist auch graphisch dargestellt (siehe Abbildung 9). Die Bindung eines A-Repressorproteins an
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den Operator und die gleichzeitige Interaktion der C-terminalen Doméane (CTD) mit RNAPa-Acl
ermoglicht eine Adhasion von RNAP an die DNA.

Die Domédne zwischen aNTD und aCTD ist eine linker-Region, die eine freie Beweglichkeit von
aCTD ermoglicht (siehe 3.1.2.2.) So kann RNAP an Promotoren mit unterschiedlichen
Abstanden zum A-Operator binden.

Hiervon versprachen sich Dove et al. eine Erhdhung der Transkriptionsrate fir das
nachgeschaltete lacZ-Gen. Es codiert fir die R-Galaktosidase, welche flur die
Galaktoseverwertung benétigt wird. Die Expression wurde Uber die Messung des

Galaktoseumsatzes quantifiziert.

= DU
/ —
_f_.f,\\ /_4 \x\
RNAP RNAP¢F>' 5
Acl Acl | ( \
(g Ag ) (Rnapa) 5
h — o
Acl  Acl i R lacZ
‘ — >
mmmmmm )\ Operator 5 0

Abbildung 9: Modell des bakteriellen Zweihybrid-Systems

Tatsachlich bedingte die Interaktion vom Fusionsprotein des A-Repressorproteins und RNAPa
eine zehnfache Erhéhung der Genexpression.

Fehlten der A-Repressorprotein-Anteil oder RNAPa, so war die Transkription auf die
Hintergrundrate reduziert.

Versuche mit Mutanten von Repressorproteinen, die keine Protein-Protein Bindungen mehr
eingehen konnten, hatten keine Auswirkung auf die Expressionrate der R-Galaktosidase,
wahrend Mutanten mit erhdhter Fahigkeit zur Interaktion die Transkription steigern konnten.
Gleichzeitig wurde die transkriptionsaktivierende Funktion des Operators OR2 untersucht.

Wird ein A-Repressorprotein an OR2 gebunden, so kann dieses liber seine N-terminale Domane
direkt die o-Untereinheit der RNA Polymerase binden und so die Transkription aktivieren.
Hierdurch konnte die Transkriptionsrate bereits signifikant erhéht werden. Sie war mit dem

Fusionsprotein RNAPa-Acl um mehr als das Zehnfache erhoht.
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Die Transkription konnte demzufolge durch die Interaktion des A-Repressorproteins mit RNAPa-
Acl und die Transkriptionsaktivierung durch OR2 geférdert werden, am starksten jedoch durch

die Kombination beider.

3.2 Bacteriomatch (I) Two — Hybrid System

Beim Bacteriomatch () Two — Hybrid System wird die Interaktion zwischen einem Kdderprotein
(bait) und einem zugehorigen Zielprotein (target) durch die Erhéhung der Expressionrate der
Galaktosidase (lacZ Gen) (siehe 3.1.3) und die Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin
(amp" Gen) nachgewiesen.

Das Wirtsbakterium erwirbt die Resistenz gegen Ampicillin und die Aktivierung des lacZ Gens
durch die Kotransformation mit zwei Plasmiden. Auf dem einen Plasmid ist Acl, auf dem
anderen RNAPa codiert. Die jeweiligen Protein-Protein Interaktionsdomanen werden mit bait
und target fusioniert (A\CTD mit bait und aCTD mit target) und dadurch verdandert. Die
Interaktion von Acl und RNAPa und damit eine Aktivierung der Transkription der Zielgene (lacZ
und amp') ist jetzt nur noch durch eine Interaktion von bait und target méglich. Auf
molekularer Eben geschieht dies, indem ein A-Operator in das Bakteriengenom integriert wird,
dem die Gene von amp" und lacZ nachgeschaltet werden. Die verwendeten Nihrbéden sind
laktosefrei und mit Ampicillin angereichert, so dass ein Bakterienwachstum nur bei einer
Expression von lacZ und amp' moglich ist. Das Gen des Kdderproteins wird mit dem von Acl auf
einem Plasmid (bait-Plasmid = pBT) fusioniert, das des Zielproteins mit RNAPa auf einem
anderen Plasmid (target-Plasmid = pTRG). Das Bakterium wird dann mit beiden Plasmiden
kotransformiert. Kommt es dabei zu einer Interaktion der beiden exprimierten Fusionsproteine,
so flhrt dies, vermittelt Gber Acl, zu einer Anheftung von RNAP an die DNA, was wiederum zu
einer Transkription von amp’ und lacZ fiihrt. Dies ist am Wachstum der Bakterienkolonien
erkennbar und kann zusatzlich anhand einer galaktoseassoziierten Farbreaktion mit
spektralphotometrischen Verfahren quantifiziert werden. Dabei ist die Quantitdt der Reaktion
von der Interaktionsstarke abhangig. Parallel wird eine Kontroll-Kotransformation mit
Plasmiden mit den Genen GAL11P und LGF2 durchgefiihrt, fir die bereits eine Interaktion

. 1
nachgewiesen wurde '%.
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Abbildung 10: Reporter-Kassette des Bacteriomatch (I) Two — Hybrid System

Ein negatives Ergebnis kann neben einer fehlenden Interaktion von Kéder- und Zielprotein auch
durch Fehler bei der Kotransformation zustande kommen.

Aus diesem Grund ist auf jedem Plasmid jeweils eine weitere Antibiotikaresistenz lokalisiert: auf
pBT fur Chloramphenicol und auf pTRG fir Tetrazyklin. Da beide Antibiotika ebenfalls in den
verwendeten Ndhrboden enthalten sind, ist ein Wachstum nur bei korrekter Kotransformation

beider Plasmide moglich. Ist dies nicht der Fall, so fallt auch die Kontrolle negativ aus.

3.2.1.1 Nahere Beschreibung der Plasmide pBT und pTRG

Das Plasmid pBT umfasst insgesamt 3200 Basenpaare. Es besteht einerseits aus einem p15A
Replikations-Origin, einem Resistenzgen fiir Chloramphenicol, einem lacUV5 Promotor und

einem Acl Gen, an dessen Ende eine Multiple Klonierungsdoméane (multiple Cloning Site = MCS)

gesetzt wurde.

Abbildung 11: bait-Plasmid (pBT) des Bacteriomatch (I) Two — Hybrid System

Der p15A Origin ist dafir verantwortlich, dass die Plasmide in der Wirtszelle nur in relativ
geringer Anzahl kopiert werden (so genannte low copy Plasmide). Der lacUV5 Promotor ist in
Abwesenheit von IPTG blockiert, so dass die nachgeschalteten Gene nur in IPTG haltigen
Nahrmedien exprimiert werden konnen. Dies ist der Fall bei den zu verwendenden Dual

Selektivplatten (siehe 3.3.2.1). Wie bereits beschrieben stellt das Resistenzgen fir
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Chloramphenicol sicher, dass das Plasmid korrekt in den Wirt aufgenommen wurde und
abgelesen wird, da die verwendeten Selektivnahrbéden mit Chloramphenicol angereichert sind.
Das Acl Gen ist bei der spateren Transkription fir die Bindung von RNAP an den Acl Operator
notwendig. Die Klonierungsdomane beinhaltet  die  Schnittstellen  fir  die
Restriktionsendonukleasen Notl, EcoRl, Smal, BamHI|, Xhol und Bglll. Hier wird das Gen des
Kéderproteins einkloniert.

Der pTRG-Vektor umfasst 4400 Basenpaare. Er trdagt den Replikations-Ursprungspunkt ColEl,
einen lpp/lac-UV5 promotor, genetische Information flr eine Tetracyclinresistenz und die

Information fur das N-terminale Ende von RNAPa.

Abbildung 12: target-Plasmid (pTRG) des Bacteriomatch (I) Two — Hybrid System

ColEl ist wie p15A ein Ursprung fir eine niedrige Plasmidreplikationsrate (low-copy-Plasmid).
Der lpp/lac-UV5 Promotor weist im Vergleich zum pBT Plasmid eine héhere Aktivitat auf. Eine
Tetrazyklinresistenz verifiziert wie oben beschrieben die korrekte Transformation. RNAP ist fiir
die spatere Transkription der Reportergene verantwortlich. Die a-Untereinheit ist dabei der
Bestandteil, der fir die Einleitung der Transkription verantwortlich ist.

Die am 3’ Ende des Plasmids eingefligte Klonierungsdomane grenzt an aCTD und umfasst die
Schnittstellen BamH]I, Notl, EcoRl, Xhol und Spel. Hier wird das target-Gen einkloniert, so dass

es mit RNAPa (CTDa) fusioniert wird.

3.2.1.2 Nahere Beschreibung der Bakterien und Ndhrboden

Die verwendeten Bakterien sind modifizierte XL-1 Blue MRF’ E.coli. Sie tragen auf ihrem F
Episom das laclq Gen, das die Synthese der pBT und pTRG Proteine nur in Anwesenheit von

IPTG ermoglichen soll. IPTG ist nur in den fir die Kotransformation verwendeten
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Minimalndhrbdéden enthalten. Allerdings ist stets eine geringe Hintergrundaktivitat der
Transkription zu beobachten.

Zusatzlich tragen die XL-1 Blue MRF*Zellen ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum
Kanamycin.

Die verwendeten Minimalndahrbéden enthalten neben LB-Agar die Antibiotika Ampicillin,
Tetracyclin, Chloramphenicol und Kanamycin. Nur Bakterien, die Resistenz gegen alle vier
Antibiotika besitzen, konnen auf diesen Minimalndhrbdéden wachsen. Wie bereits beschrieben
erfolgt dies bei den Resistenzen fiir Tetracyclin und Chloramphenicol durch erfolgreiche
Kotransformation von pBT und pTRG. Bei Interaktion der Expressionsprodukte von pBT und

pTRG werden die Bakterien noch zusatzlich gegen Ampicillin resistent.

3.2.2 Bacteriomatch (ll) Two — Hybrid System

Das Bacteriomatch (I) Two — Hybrid System bewahrte sich aufgrund einer erhéhten falsch-
positiv-Rate nicht. Dies wurde in erster Linie auf eine groRe Hintergrundrate der Transkription
des lacZ-Gens zuriickgefihrt *.

Aus diesem Grund wurde das System zum Bacteriomatch (ll) Two Hybrid System
weiterentwickelt.

Die Veranderungen betreffen in erster Linie die Struktur der Reporterkassette des Wirtes und
die Zusammenstellung der Minimalndhrboden. Die Plasmide bleiben unverdndert. Die
verwendeten Bacteriomatch (lI) Validation Reporter Competent Cells (Nr. 200192) sind
modifizierte XL1-Blue MRF ’ Zellen.

XL1-Blue MRF ’ Zellen wurden verandert, indem das lacZ-Gen durch das Hefeprotein HIS3
ersetzt wurde, welches Enzyme fir die Synthese von Histidin kodiert. Bei dem verwendeten
Promotor handelt es sich um einen modifizierten LacZ Promotor. Bei Expression von HIS3
konnen E.coli Bakterien, die einen Funktionsverlust des HisB-Gens durch Mutation aufweisen

(AhisB Zellen), auf einem Histidin-Minimalndhrboden wachsen **’

. Beim Bacteriomatch (Il) Two
Hybrid System werden keine AhisB Zellen sodern histidinfreie Nahrbéden verwendet.

Zusitzlich kann 3-AT, ein kompetitiver Inhibitor von HIS3, zugesetzt werden '%. Ziel hierbei ist
die Elimination der Hintergrundrate der HIS3 Expression. Laut Herstellerangaben ist bei einer
Konzentration von 5mM 3-AT die Hintergrundrate so weit reduziert, dass ein Wachstum auf

Histidinfreien Ndhrbdden nicht mehr méglich ist. Durch Anderungen der 3-AT-Konzentration
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kann die Empfindlichkeit der Methode angepasst werden '%’. Zusitzlich wurde dem HIS3-Gen
das aadA-Gen nachgeschaltet, das fiir die Antibiotikaresistenz gegen Streptomycin kodiert.

Die Dual-Selektiv-Agarplatten fiir ein Screeneing mit dem Bacteriomatch (Il) Two Hybrid System
enthalten zur Selektion die Antibiotika Chloramphenicol, Tetracyclin und Streptomycin sowie
3AT, den beschriebenen Antagonisten von HIS3.

Zusatzlich wird den Platten eine Losung M9 Media Additives hinzugesetzt, die 10x His Dropout
amino acid Supplement enthalt, welches zur Eliminierung von Histidin benétigt wird. Wie beim
Vorganger Bacteriomatch (I) Two Hybrid System wird den Platten ebenfalls IPTG zugesetzt. Da
der Plac-UV5 Promotor der pBT/pTRG Plasmide IPTG abhangig ist, wird gesichert, dass die
Exprimierung der Plasmidproteine erst auf den Selektivnahrplatten startet.

Die Gesamtinteraktion ist graphisch dargestellt (siehe Abbildung 13).

N

Ko-Expressi

on/

mmmmm | Operator HIS3 & aadA

Abbildung 13: Zusammenfassung Bacteriomatch Il Two Hybrid System
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3.3 Allgemeine Methoden

3.3.1 Sterilisation von Losungen und Gebrauchsmaterialien

Losungen, Puffer und Nahrmedien, sowie unsterile Gebrauchsmaterialien wurden in feuchter
Hitze bei 1-2bar/120°C autoklaviert. Thermolabile Losungen wurden durch Sterilfiltration
(0,45um Filter) entkeimt. Die Sterilisation von Glasgeraten erfolgte in trockener Hitze fir

mindestens 3h bei 180-200°C.
3.3.2 Herstellung der Nahrmedien

3.3.2.1 Dual-Selektiv-Platten

Die zur Inkubation von Bacteriomatch Il Validation Reporter Competent Cells notwendigen
Dual-Selektivplatten sind histidindefiziente Minimalndahrbdden. Sie wurden nach dem Protokoll
der Firma Stratagene Bacteriomatch Il Two — Hybrid System Vector Kit hergestellt.

Hierflr wurden jeweils 2 Nahrstofflosungen angesetzt:

Solution I: 10ml Glucose, 5ml Adenin-HCI, 50ml His Dropout-Amino-Acid

Solution II: 0,5ml 1M MgS0,, 0,5ml 1M Thiamin-HCI (VitaminB1), 0,5m| 10mM ZnSQO,, 0,5ml
100mM CaCl,, 0,5mI 50mM IPTG.

His-Dropout-Amino-Acid ist hierbei fiir die Entfernung des Histidins notwendig. Fehler bei der
Herstellung oder bei der Dosierung beeinflussen entscheidend die Validitat.

50ml 10xM9 Minimal Salt wurden auf 37°C erwarmt. In einer 1Liter-Blaudeckelflasche wurden
weiterhin 7,5g Bacto Agar, 380ml H,O und ein Rihrkern bei 120° fir 20 Minuten autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen auf 70°C wurden das 10xM9 Minimal Salt und die Nahrlésungen (Solution |
+11) erganzt.

Um die Selektivitat der Platten zu gewahrleisten, muBSten abschlieBend Antibiotika hinzugefiigt
werden. Dabei war darauf zu achten, dass der Agar auf unter 50°C abgekihlt war, um
Beeintrachtigungen der pharmakologischen Wirksamkeit durch Denaturierung zu vermeiden.

Es wurden folgende Antibiotika zugesetzt:

0,5ml Chloramphenicol ( 25mg/ml in Ethanol geldst), 0,5ml Tetracyclin (12,5mg/ml in H,0
gelost), 2,5ml 3-AT (1M, in DMSO geldst), 0,5ml Streptomycin (12,5mg/ml in Ethanol gel6st).
Der Agar wurde anschlieBend in 100mm Petrischalen gegossen und lichtgeschitzt bei
Raumtemperatur abgekiihlt. Die nun fertigen Platten waren bei Lagerung im Kihlschrank bei
4°C etwa einen Monat haltbar.
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3.3.3 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung von super-kompetenten Bakterienzellen wurde zu Anfang die fiir eine
langfristige Lagerung notwendige FSB-Pufferlosung (FSB=frozen storage buffer) angesetzt.
Hierfir wurde eine 1M Kaliumazetatlosung (9,82mg in 90ml destilliertem Wasser) mit 2M
Azetylsdure auf einen pH von 7,5 titriert und mit destilliertem H,0 auf 100ml aufgefillt.
AnschlieBend wurden die unten aufgeflihrten Substanzen (siehe Tabelle 5) in 500ml Wasser
gelost. Wenn alle Bestandteile gelost waren, wurde die Losung mit 0,1M HCl auf pH=6,4
eingestellt. SchlieBlich wurde die Losung mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1|
aufgefillt. Die Losung wurde sterilfiltriert (Filter mit 45um Durchmesser) und in 50ml Kunststoff

Zentrifugationsgefalle Uberflihrt. Diese wurden bei 4°C gelagert.

Tabelle 5: Bestandteile des FSB-Puffers

Substanz Menge Finale Konzentration
MnCl, x 4H,0 8,91g 45mM

CaCl, x 2H,0 1,47g 10mM

KCI 7,468 10mM
Hexamin-Kobaltchlorid 0,8g 100mM

Glycerin 100ml 10%

Kaliumazetat 10ml 10mM

XL1-Blue MRF “ oder Bacteriomatch Il Validation-Reporter Cells wurden aus Glycerinkulturen auf
LB-Platten (+ 34ug/ml Kanamycin) ausgestrichen.

Nach Inkubation bei 37°C Giber Nacht wurde jeweils eine Bakterienkolonie in LB-Medium (2ml +
34pg/ml Kanamycin) angeimpft und bei 37°C bebritet.

Mit 1ml Ubernachtkultur wurden am nichsten Tag 250ml SOB Medium (+2,5mM MgS0,)
angeimpft und bei 37°C unter starkem Schitteln inkubiert. Der Wachstumsprozess wurde
bestindig photometrisch bei 600nm (Uberprift. Hierbei diente frisches SOB Medium als
Referenz. Die erste Messung erfolgte nach 2-3 Stunden und dann alle 30 Minuten. Bei
ODg0o=0,4, hier ist die Wachstumsdichte fiir die Transformationseffektivitdit am glinstigsten,
wurden die Zellen in eisgekiihlte Zentrifugationsrohrchen Uberfiihrt und 10 Minuten auf Eis

gelagert. Es folgte eine Zentrifugation bei 2700g (4000rpm) und 4°C fur 10 Minuten. Der
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Uberstand wurde verworfen. Die Réhrchen wurden anschlieRend fiir 2 Minuten umgekehrt
aufgestellt, um verbleibende Fliissigkeit zu entfernen.

Danach wurden die Zellen in FSB-Medium gewaschen. Hierzu wurden alle Pellets in insgesamt
40ml FSB homogenisiert, auf 2 Zentrifugationsrohrchen verteilt und erneut bei 2700g fir 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets wurden in 4ml FSB
aufgenommen, mit 140ul DMSO versetzt, vorsichtig gemischt (kein Vortexen) und fir 15
Minuten auf Eis inkubiert. Jeweils 100 ul Zellhomogenisat wurden in eisgekihlte 1,5ml
Eppendorfgefale aliquotiert und direkt in fllissigem Stickstoff schockgefroren. Die langfristige

Lagerung erfolgte bei -70°C.

3.3.4 Transformationen

3.3.4.1 Transformation

Die Transformation ist eine Moglichkeit des Gentransfers bei Prokaryoten und dient hier der
Vermehrung von Plasmid DNA.

100ul superkompetente Zellen (XL1-Blue MRF’) wurden auf Eis aufgetaut, mit 1,7ul
Mercaptoethanol (1:10 Verdiinnung einer 14,2M Stocklosung) versetzt und 10 Minuten bei 4°C
inkubiert. Dieser Schritt diente dazu, die Membranporositat zu erhéhen und den DNA-Transfer
in die Zelle zu erleichtern.

Nach erfolgter Inkubation wurden 0,5ul des Plasmids zugesetzt und die Zellen fiir weitere 30
Minuten bei 4°C inkubiert.

Ein kritischer Schritt im Anschluss ist die Hitzeschockbehandlung. Dafiir wurden die Zellen fir
35 Sekunden bei 42°C und anschlieBend fiir 2 Minuten bei 4°C inkubiert. Durch diese
Behandlung wird die Membranpermeabilitat kurzzeitig stark erhéht. Da sich die Temperatur
allerdings nur knapp unter der Denaturierungsschwelle befindet, darf der Vorgang die
vorgegebene Zeit nicht Uberschreiten und die Einhaltung der Temperaturvorgaben ist
essentiell. Die anschlieRende Kiihlung senkt die Membranpermeabilitat wieder ab.
AnschlieBend wurden 900ul SOC Medium, die vorher auf 42°C vortemperiert worden waren,
zugesetzt und die Eppendorf Gefalle mit Filterdeckeln verschlossen. Die Zellen wurden bei 30°C

fur 90 Minuten im Thermoblock unter Schitteln inkubiert.
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Die Inkubationstemperatur dieser Zellen liegt bei 30°C, da die Plasmide eine toxische Wirkung
auf das Wirtsbakterium ausiiben kénnen. Durch die Temperatursenkung wird die
Replikationsrate begrenzt.

100ul der Bakterienlésung wurden anschlieBend auf entsprechenden Minimalndhrboden
ausplattiert und im Brutschrank bei 30°C inkubiert.

Eine erste Wachstumskontrolle erfolgte bereits am Folgetag, die Bebriitung wurde maximal fir

3 Tage fortgesetzt.

3.3.4.2 Kotransformation

Die hier beschriebene Kotransformation dient dem Nachweis von potentiellen Protein-Protein
Interaktionen. Parallel dazu wurde eine Kontrolle mit bereits bekannten Interaktionspartnern
durchgefiihrt.

100ul der Bacteriomatch Il Validation Reporter Competent Cells (Nr.200192) wurden auf Eis
aufgetaut und dann mit 1,7yl Mercaptoethanol (1:10 Verdiinnung einer 14,2M Stocklosung)
versetzt. Die Zellen wurden fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dieser Schritt diente wie bei der
Transformation der Zellen dazu, die Membrandurchldssigkeit zu erhohen und den DNA Transfer
in die Zelle zu erleichtern. Fir alle Kontroll-Kotransformationen wurden dann jeweils 50ng des
pBT Plasmids und 50ng des pTRG Plasmids zu den kompetenten Zellen gegeben. Fir die zu
untersuchenden Proben wurden dagegen 100ng des pBT Konstruktes und 100ng des jeweiligen
pTRG Plasmids zugefligt. Die Zellen wurden fiir 30 Minuten auf Eis weiter inkubiert. Es erfolgte
nun ein Hitzeschock auf 42°C fiir 35 Sekunden und danach eine zweiminitige Inkubation auf
Eis.

Nun wurden jeweils 900ul (auf 42°C vorgeheiztes) SOC Medium hinzugefligt.

Die Cups mit den Zellen wurden mit einem luftdurchldssigen Deckelchen verschlossen und dann
im Thermoblock bei 30°C unter Schutteln fiir 90 Minuten bebriitet.

Die Zellen wurden anschlieBend bei 2000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1ml His-Dropout-Broth resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin
wieder bei 2000g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet erneut
in 1ml His-Dropout-Broth geldst. Die Cups wurden nun mit einem luftdurchlassigen Deckelchen
verschlossen und im Thermoblock bei 37°C und unter Schiitteln fur zwei Stunden bebritet.
Nach erneuter Zentrifugation bei 2000g wurden 900ul Uberstand verworfen und das Pellet in

dem verbleibenden Medium aufgelost.
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Die Zellen wurden auf die vorbereiteten Dual-Selektiv Nahrbdden ausplattiert und bei 37°C
inkubiert.
Das Wachstum wurde nach 48 bzw. 72 Stunden kontrolliert. Eine anschlieBende Inkubation

wurde teilweise noch bis zu 2 Tage lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fortgesetzt.
3.3.5 Protokolle zur DNA Amplifikation

3.3.5.1 Mini-Praparation

Zu 2ml LB-Medium wurden entsprechend den Vorgaben der Maxi-Praparation 2ul Antibiotikum
(far pBT Plasmide Chloramphenicol (25mg/ml); fir pTRG Plasmide Tetracyclin (12,5mg/ml)) mit
einer Zellkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Bakterienlosung fir 15 Minuten bei 14.000g zentrifugiert, der
Uberstand und verbleibendes LB-Medium entfernt, indem das GefaR auf einem Papierhandtuch
abgetupft wurde.

Die nachfolgende Plasmid Mini-Praparation wurde mit dem PeqGold Plasmid Miniprep Kit
(Firma Peglab) durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 250ul Puffer P1 suspendiert (dieser Puffer
enthalt RNAse und wird im Kihlschrank gelagert).

Im nachsten Schritt wurden 250ul Puffer P2 zur Zelllyse hinzugefiigt. Danach wurden die Cups 5
mal vorsichtig hin- und her geschwenkt. Bei erfolgreicher Lyse kommt es zur Blaufarbung. Die
Lyse wurde maximal 5 Minuten durchgefiihrt und durch Zugabe von 350ul Puffer N3 beendet.
Dabei entfarbt sich die Losung und Zelldetritus fallt aus, der sich durch anschlielende
Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 14.000g als weiRRes Pellet absetzt.

Der Uberstand wurde auf die Siulen aus dem Miniprep-Kit gegeben. Durch einminiitiges
Zentrifugieren bei 14.000g wurde die DNA an die Saulen gebunden.

Die Sdulen wurden daraufhin mit 500ul PB Puffer und dann mit 750ul PE Puffer gewaschen.
Durch eine abschlieBende Zentrifugation von 3 Minuten bei 14.000g wurden die Saulen
trockenzentrifugiert.

Die Elution der DNA erfolgt dann entweder mit 30ul H,O oder mit 30ul des im Kit erhaltenen
Elutionspuffers. Hierzu wurden die Saulen in sterile 1,5ml Eppendorf Cups eingefiihrt, die
Elutionslésung wurde direkt auf die Saulenmatrix pipettiert und nach zweiminitigem Einwirken
erfolgte eine einminitige Zentrifugation bei 14.000g. Die Plasmid DNA wurde bei -20°C
gelagert.

Die Verwendung des Elutionspuffers erhoht die Haltbarkeit der DNA erheblich!
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3.3.5.2 Maxi-Praparation

Fir die Maxi-Prdaparation wurden 2ml LB-Medium und 2pul Antibiotikum (fir pBT Plasmide
Chloramphenicol (25mg/ml); fir pTRG Plasmide Tetracyclin (12,5mg/ml)) in einen 2ml
Eppendorf Cup gegeben. Zu dieser Losung wurde eine Bakterienkolonie gegeben, die
entsprechend dem Transformationsprotokoll zuvor mit dem zu amplifizierenden Plasmid
transformiert worden war. Die Ubernachtkultur wurde bei 30°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die 2ml Bakterienkultur und 250ul Antibiotikum (Chloramphenicol
oder Tetracyclin) in 250ml LB-Medium gegeben.

Es erfolgte die Inkubation im Bakterienschttler bei 30°C fiir weitere 24 Stunden bei 150rpm.
Dann wurden die Zellen pelletiert (14.000g fir 15 Minuten bei Raumtemperatur). Die
anschlielende Plasmid-Maxi-Praparation erfolgte mit Hilfe des Jetstar Maxi —Plasmid — Kits
(Genomed). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde in 10ml Lésung E1
resuspendiert und in 50ml Zentrifugationsrohrchen Gberfihrt.

Durch Zugabe von 10ml Lésung E2 wurde die Zelllyse eingeleitet und erfolgte fiir 1 Minute
unter vorsichtigem Schwenken.

Die Loésung wurde durch Zugabe von 10ml Lésung E3 neutralisiert. Die Rohrchen wurden 5 mal
geschwenkt und zentrifugiert (20°C, 14.000g, 10 Minuten).

Flr die weitere Prdparation der DNA muBten die Sdulen aus dem Kit equilibriert werden. Sie
wurden dazu mit 30ml der Lésung E4 aus dem Kit befiillt. Die Sdulen entleerten sich nur durch
Schwerkraft. Nun wurde die Sdule mit dem Uberstand aus dem letzten Zentrifugationsschritt
beladen. Die Plasmid DNA bindet an das Saulenmaterial.

AnschlieBend wurde die Saule mit Losung E5 gewaschen.

Die Elution der DNA in 50ml Falcon Tubes erfolgte durch die Zugabe von 15ml Lésung E6 auf die
Saulen. Die DNA wurde durch Zugabe von 10,5ml Isopropanol prazipitiert und durch
Zentrifugation bei 4°C und 14.000g fiir 30 Minuten pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit 1ml
70% Ethanol gewaschen, in einen 1,5ml Eppendorf Cup Uberfihrt und erneut zentrifugiert (5
Minuten/ RT/ 14.000g). Das Pellet wurde fir 10 Minuten luftgetrocknet und anschlieRend in
300 pl H,0 aufgelost.
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3.3.6 Methoden zur DNA Quantifizierung

3.3.6.1 Spektralphotometrie

Die Spektralphotometrie wurde einerseits durchgefiihrt um den DNA Gehalt von Lésungen
festzustellen, andererseits um den Wachstumsfortschritt von Bakterienkulturen abzuschatzen.

Die Bestimmung des DNA Gehaltes erfolgte bei OD,go (400 pul Quarzkiivette A=260nm, Option
»,D2-Lampe: ein“). Nach der Eichung mit destilliertem H,0 wurde DNA im Verhaltnis 1:80
zugesetzt und gemessen. Der abgelesene Messwert wurde dann umgerechnet. Dies erfolgte

nach dem Lambert-Beer-Gesetz:

E=-lg (I/ly) = €-c-d

E= Extinktion oder optische Dichte

I: Intensitdt des transmittierten Lichtes

lo: Intensitdt des einfallenden (eingestrahlten) Lichtes

c: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fliissigkeit (typische Einheiten: [mol-dm’sj oder [mol-I 1])

€): dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A. Dieser ist eine fiir die absorbierende Substanz spezifische
GrofSe und kann zusdtzlich auch z.B. vom pH-Wert oder vom Lésungsmittel abhdngen [l'mol'l'cm'l .

d: Schichtdicke in cm

(Quelle: www.wikipedia.de )

Da in der vorliegenden Versuchsanordnung die Werte fiir € und d bekannt sind, wird die Formel

vereinfacht:

c=0DxVxF

c= DNA Konzentration

OD-= optische Dichte = Extinktion E
V=Verdiinnungsfaktor
F=Multiplikationsfaktor

(Quelle: http.//www.biotech-europe.de/rubric/methoden/methoden/v37.html )

Im Multiplikationsfaktor F sind die Schichtdicke von 1cm, die festgelegte Wellenlange von
260nm und die Absorptionscharakteristika des untersuchten Materials zusammengefasst. Bei
der hier vorliegenden Untersuchung von Doppelstrang-DNA liegt er bei 50.

Die Spektralphotometrie wurde ebenfalls verwendet, um das Wachstum von Bakterienkulturen
zu messen. Dies war bei der Herstellung kompetenter Zellen notwendig, da die Ausbeute vitaler
Zellen zum Zeitpunkt der maximalen Teilungsrate am hdchsten ist (siehe 3.3.3). Fiur die XL1-
Blue MRF ’ Zellen wurde empirisch ermittelt, dass bei einem ODgy=0,4 (Kunstoffkiivette,

A=600nm, Option ,D2-Lampe:ein“) die Teilungsrate am hochten ist.
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3.3.6.2 Agarose-Gel Elektrophorese

Mittels Agarose-Gel Elektrophorese kann eine Abschiatzung von sehr geringen DNA
Konzentrationen (unter 1pg/ul), beispielsweise von Minipraparationen aus Low-Copy
Plasmiden erfolgen. Hierbei macht man sich die Tatsache zunutze, dass Molekiile gleicher
GroBe und Polaritdat in einem elektrischen Feld die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit
aufweisen. Das Medium, in dem in diesem Fall die DNA Molekile wandern, ist ein Agarose Gel,
das mit dem Farbstoff Ethidiumbromid versetzt wurde. Die relative DNA Konzentration der
jeweiligen Minipreparationen ldasst sich anhand der Bandenstiarke im Vergleich zu einer
Kontroll-DNA quantifizieren.

Das Agarose-Gel wurde hergestellt, indem 100ml 0,5 x TBE Puffer und 1g Agarose in einem
250ml Erlenmeyerkolben aufgekocht wurden.

In die Gelflussigkeit wurden 2ul Ethidiumbromidlésung (10mg/ml) gegeben. Diese wurde dann
in einen Elektrophorese-Schlitten gegossen, der vorher mit zwei Kdmmen ausgestattet worden
war, um zwei Reihen Geltaschen fir die Proben freizuhalten. Anschliessend kihlte das Gel ab

und wurde fest.

In der Zwischenzeit wurden die Proben vorbereitet, mit denen die Geltaschen beladen wurden.
Zuerst wurde der loading buffer ( 6x, Firma Invitrogen) im Verhaltnis 2:10 mit H,O verdinnt.
Dann wurden jeweils 5ul Miniprep-DNA-Losung mit 10ul der verdiinnten loading buffer-Lésung
in einen 1,5ml Eppendorfcup gemischt.

Fir die Kontroll-DNA-Reihe wurde eine Verdliinnung von 100ng/ul hergestellt. Es wurden
Ansatze von 100ng / 200ng / 300ng / 400ng / 500ng und 600ng vorbereitet und mit der loading
buffer-Losung auf jeweils 15ul aufgefiillt.

Der vorbereitete Gelschlitten wurde in die Elektrophoresekammern eingesetzt. Die unteren
Geltaschen wurden mit den 6 Kontroll-DNA-Losungen beladen. Die obere Reihe und freie
Geltaschen der unteren Reihe wurden mit den zu untersuchenden Proben beladen.

Die Elektrophorese wurde bei 120V fir eine Stunde durchgefiihrt. Danach wurde das Gel aus
dem Schlitten genommen und auf den UV-Durchleuchtungstisch gelegt. Dort wurde eine erste

optische Begutachtung des Ergebnisses durchgefiihrt (siehe Abbildung 14).
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Probenbanden

Referenzbanden

(100-600ng) | —

Abbildung 14: Agarose-Gel Elektrophorese unter UV-Durchleuchtung

AnschlieBend wurd ein Polaroidfoto angefertigt. Durch den Vergleich der Bandenstadrke der
Proben mit denen der Kontrolle ldsst sich die DNA Konzentration in den Proben relativ genau

abschatzen.

3.3.7 Sequenzierung

3.3.7.1 Sequenzierungsreaktion

Die Basenabfolgen der durch das bakterielle Zweibybrid-System identifizierten
Interaktionspartner wurden mit Hilfe des ,,AbiPrism BigDye Systems” sequenziert.

Die Sequenzierungsreaktion beruht auf der Kettenabbruch-Methode nach Sanger. Hierbei
werden zusatzlich zu den Desoxy-Nukleotid-Triphosphaten fluoreszenzmarkierte 23‘-Didesoxy-
Nukleotid-5'-Triphosphate (ddNTPs) in die Sequenzreaktion eingesetzt. Der Einbau der
markierten ddNTPs in den Zweitstrang bewirkt den Abbruch der Synthese. Man erhilt so an
jeder Base farbmarkierte Abbriiche. Fiir die Sequenzierungs-PCR wurden zu 8ul Sequenziermix,
6,5ul H,0, 0,5ul pTRG-Sense-Primer und 5upl Miniprep-Plasmid-DNA (ca. 1ug) gegeben.
AnschlieBend wurde die Sequenzierungs-PCR wie folgt durchgefiihrt: Ein Zyklus 2 Minuten
95°C; dann 35 Zyklen 10 Sekunden 95°C (Denaturierung), 5 Sekunden 55°C (Annealing) und 4
Minuten 60°C (Elongation); anschlieRend Abktihlen auf 4°C.

3.3.7.2 Aufreinigung der Sequenzreaktion

Die Aufreiningung erfolgte Uber Sdulenchromatographie mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (Firma
Qiagen). Das Saulenmaterial wurde zuerst durch Vortexen gut durchmischt, die
Verschlusskappe am unteren Ende der Saule entfernt und in 1,5ml Eppendorf Cups eingesetzt.

Dann wurde die Flissigkeit bei 2700rpm fiir 3 Minuten abzentrifugiert. Danach wurde die Probe
-39-



Methoden

aus der Sequenz-PCR auf die Sdulenmatrix pipettiert. Dabei war darauf zu achten, dass die
Probe nicht am Saulengranulat vorbeiflielSt. Nach 2 Minuten Inkubation wurde die Sdule erneut
bei 2700rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Die resultierende DNA-Losung wurde in ABI-

Sequencing-Tubes Uberfiihrt und mit einem Gummistopfen verschlossen.

3.3.7.3 Elektrophorese und Detektion

Die gereinigten Proben wurden auf dem Sequenziergerat ABI 310 analysiert. Aufgrund der
jeweils unterschiedlichen Markierung der vier Didesoxynukleotide kann die Basenabfolge in
einem einzigen Elektrophoreselauf detektiert werden. Hierbei werden die Markierungen durch
einen Laser zur Fluoreszenz angeregt und diese von einem Detektionsgerat empfangen.

AnschlieBend werden die so erhaltenen Daten verrechnet und analysiert (siehe Abbildung 15).

3.3.7.4 Suche zur Protein Identifikation

Die Sequenzen wurden mit Hilfe der BLAST Funktion auf der PubMed Homepage einzelnen

Proteinen zugeordnet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen ). Dabei wurden

Sequenzen von ca. 100 Basen in die Suchmaschine eingegeben. Die Ergebnissequenzen wurden

dann mit denen aus der Sequenzierung verglichen.

100 110 120 130 140 Di Grafik . d Ergebni .
GCCGCCTGCGAAGCAGCGGTGGGC CTAGC CCTACTAGTCTCAATCTCCA ie rafi zeigt as rgebnis elner

Sequenzierungsreaktion. Anhand des Farbmusters ldsst
sich die Basensequenz des entsprechenden Abschnittes
ablesen. Sie wird dann iber BLAST mit bekannten
Sequenzen verglichen und so das zugehdrige Protein
identifiziert

Abbildung 15: Basen-Sequenzierung
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse im Zusammenhang mit den Vorarbeiten

Ein erstes Two-Hybrid Screening wurde fiir die Detektion von hMLH1-Interaktionspartnern von
Frau Dr. Angela Brieger mittels des Bacteriomatch (I) Two-Hybrid System durchgefiihrt. Die
dabei verwendete pTRG-cDNA-Bank stammt von der Firma Stratagene (La Jollg;
California/USA). Stratagene klonierte hierfur mRNA (einseitig gerichtet), die aus Kolongewebe
einer gesunden 59-jahrigen Frau isoliert wurde, in den pTRG Vektor. Die Kotransformation
dieser cDNA-Bank und des pBT-hMLH1-Plasmids wurde entsprechend den Herstellerangaben
durchgefihrt.

Die transformierten Bakterien wurden auf grofle Platten ausplattiert und positive Kolonien
durch eine galaktoseassoziierte Farbreaktion identifiziert und isoliert. Im Anschluss wurden die
pTRG Plasmide durch selektive Mini-Praparation aus den Bakterienkolonien aufgereinigt.
Insgesamt wurden so 142 Plasmide isoliert, die eine positive Interaktionsreaktion aufwiesen.

Da fur das Bacteriomatch (1) Two-Hybrid System in der Literatur eine erhohte falsch-positiv-Rate
beschrieben wurde, sollten die Interaktionen mit dem Nachfolge-Kit Bacteriomatch (Il) Two-
Hybrid System verifiziert werden. Im Anschluss sollten die auf den Plasmiden kodierten Gene

identifiziert und charakterisiert werden.

Die durch das Vorscreening ausgewahlten pTRG Plasmide wurden entsprechend dem
beschriebenen Protokoll (siehe 3.3.4.2) erneut mit dem pBT-MLH1-Plasmid kotransformiert.
Von den 142 Plasmiden konnten 108 Klone mit dem Uberarbeiteten Bacteriomatch (Il) Two-
Hybrid System als positiv bestatigt werden.

Im Anschluss daran wurden die entsprechenden cDNA-Fragmente sequenziert und die Gene

mittels PubMed-Online Datenbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ermittelt.
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4.2 Auswertung

4.2.1 Wachstumskontrolle der Dual-Selektivplatten

Die Auswertung der Daten begann bei jeder Versuchsreihe mit der Zahlung der gewachsenen
Kolonien auf den Dual Selektivplatten nach 72 Stunden. Es wurden nur Versuche gewertet, bei

denen die Positivkontrolle eindeutig war.
Wachstumsplatten:

A: kein Wachstum
keine Interaktion

von bait/target

: Wachstum

Interaktion von

bait/target

C: Positiv- Kontrolle

Abbildung 16: Wachstumsplatten
Ein Probenergebnis wurde als positiv bewertet, wenn ein Wachstum von mindestens einer
Kolonie beobachtet werden konnte. Insgesamt wurde die Interaktion von hMLH1 mit 108 der

142 untersuchten Klone durch das Bacteriomatch (ll) Two-Hybrid System verifiziert.

4.2.2 Sequenzierung und Identifikation der zugehorigen Gene

Die 108 verifizierten Klone wurden sequenziert (siehe 3.3.7). Die daraus resultierenden
Sequenzen wurden (ber die ,BLAST“- Funktion der PubMed Datenbank

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/) abgeglichen und so die zu den Probensequenzen

passenden Gene ermittelt. Die Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst (siehe Tabelle
6). Neben der Gen-Bezeichnung, der zugehdrigen Sequenz Zugangsnummer (associated
sequence accession number (ACCN)) und dem Genlocus ist eine kurze Beschreibung des

Proteins aufgefihrt.
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Tabelle 6: Identifizierte potentielle Interaktionspartner von hMLH1

similar to immunoglobulin M chain ‘
Interleukin 20 receptor, alpha (IL20RA) ‘

Enzyme der Atmungskette Mitochondriales
Genom

solute carrier family 25, member 23 (SLC25A23) ‘

DEAD box polypeptide 47 (DDX47) ‘

N-myc downstream regulated 1 (NDRG1) 8g24.3

Annexin A6 (ANXA6)
Lipid-Phosphat-Phosphatase 2 (LPP2)

Protein tyrosine phosphatase, ‘ 19q13.4
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receptor type H (PTPRH) ‘_

Selenium binding protein 1 (SELENBP1)

Pigment epithelium derived factor (PEDF) = 17p13.1
serpin peptidase inhibitor cl. F (SERPINF1)

Non-POU domain containing, octamer-binding Xq13.1
(NONO)

Adenine phosphoribosyltransferase (APRT) ‘

Ribosomal protein S2 (RPS2) ‘

Similar to 40S ribosomal protein 516 ‘

Eukaryotic translation elongation factor 2 (EEF2)

UBA domain containing 1 (UBAC1) ‘

cutA divalent cation tolerance homolog (CUTA) ‘

Parvin, alpha (PARVA) 11p15.3

Transgelin (TAGLN = SM22)




Ergebnisse

Homo sapiens CpG DNA ‘_

Transmembrane protein 103 ‘
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Die gefundenen Gene wurden Kategorien zugeordnet, die sich aus der jeweiligen Proteinklasse
und Funktion ableiten. Entsprechend der Anzahl der Klone wurde der prozentuale Anteil
ermittelt jeder Kategorie an der Gesamtheit ermittelt. Es ergibt sich dabei folgende Verteilung:

e Proteine des Immunsystems (7%)

e Cysteinproteinasen / Lysosomale Proteine (2%)
e Mitochondriale Proteine (35%)

e Enzyme des Nukleinsduren- Metabolismus (2%)
e Signalmolekile und Enzyme (10%)

e Stoffwechselenzyme (2%)

e Translations und Ribosomale Enzyme (19%)

e Ubiquitin, Proteasom und Sequestosom (2%)

e Proteine des Zytoskeletts (11%)

e Sonstige Proteine (5%)

Der Anteil der entsprechenden Proteinkategorie an der Gesamtzahl der gefundenen Gene ist

graphisch dargestellt (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: Proteinkategorien und Verteilung der h(MLH1 Interaktionspartner
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4.3 Charakterisierung der identifizierten Proteine

4.3.1 Proteine des Immunsystems

Bei den detektierten Proteinen des Immunsystems handelt es sich einerseits um Ketten, welche
Bestandteile der humanen Immunglobuline sind, andererseits um den Rezeptor des Zytokins

Interleukin 20.

4.3.1.1 Immunglobulin-Ketten

Insgesamt sind 4 Proteine, flr die eine Interaktion mit hMLH1 detekiert

2pL5

wurde, Bestandteile von Immunglobulinen: QE?

e Immunoglobulin kappa constant (IGKC), Locus: 2p12 5 E} ﬂ'

e 2x similar to HLA class | histocompatibility antigen, B-18 alpha chain - gg ;
precursor, Locus: Chromosom 6 §§§Z

e similar to immunoglobulin M chain, Locus: Chromosom 14 %?é%

e Homo sapiens mRNA for immunoglobulin lambda-3 surrogate light chain Abbildung 18:

IGKC

Immunglobuline bestehen jeweils aus zwei schweren und zwei leichten Proteinketten, welche
Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Es existieren 5 Subtypen von schweren
Ketten: a, v, §, 4, und €. Sie kennzeichnen die Zugehorigkeit zu den einzelnen Antkérperklassen

(IgA, IgG, IgE, IgD und 1gM) *%°.

4.3.1.2 Interleukin 20 Rezeptor (IL20RA)

IL20RA (Locus: 6g22.33-g23.1) ist ein Bestandteil des Interleukin-20 Rezeptors.

Interleukin 20 (IL-20) ist ein Zytokin, welches an der Vermittlung von gpg?g
Fat:

Immunreaktionen beteiligt ist. spégig =
6314

Es gehort neben den Interleukinen IL-19, IL-22, IL-24 und IL-26 zu der Familie S

der Interleukin-10 (IL-10) Zytokine. Diese sollen die zellvermittelte Immunitat

hemmen und die humorale Immunitat fordern, wobei den einzelnen i

Vertretern unterschiedliche Wirkungen zugesprochen werden. Wahrend die abbildung 19:
meisten IL-10 Proteine strukturell vermutlich als Dimere vorliegen, soll es sich o

bei IL-20 um ein Monomer handeln **°.

Der IL-20 Rezeptor ist aus den Proteinen IL-20 RA und IL-20 RB aufgebaut, die zusammen ein

Heterodimer bilden. Der Rezeptor ist auch in der Lage andere IL-10 Zytokine zu binden (z.B. IL-
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19 und IL-24). Die Bindung erfolgt dabei anders als bei anderen IL-10 Zytokinen nur an den
Komplex aus IL-20 RA und IL-20 RB, nicht aber an eine einzelne Untereinheit. Die
Signaltransduktion scheint dabei wie bei anderen IL-10 Zytokinen Gber den JAK/STAT Signalweg
zu erfolgen. Die intrazellulare Domane von IL-20RA scheint dabei Bindungsdomanen fir STAT

und Jak1 aufzuweisen .

4.3.2 Cysteinproteinasen

Fir die Proteine Cathepsin B (CTSB,Locus: 8p22) (2x) und Calpain 5

Gp23 P
(CAPN5, Locus: 11g14) wurden Interaktionen mit hMLH1 o ™ i:i
Gplz
il Het
festgestellt. Cathepsine und Calpaine gehoren zur Klasse der EEEE %igﬁg_
dq12 11912
Cysteinproteinasen. o 1213
gagiég 11914
Cathepsin B (CTSB) ist eine C1 Peptidase, die aus einem durch suz 11322
Fq2¢.1 11923
Disulfidbriicken verbundenen Dimer besteht. Die Dimerisierung e 124

findet jeweils zwischen einer schweren und einer leichten Abbildung20: CTSB und CAPNG

Proteinkette statt 2,

Die genaue Funktion von CAPN5 ist noch nicht bekannt. Es wird in vielen menschlichen
Geweben exprimiert. In Uterus und Plazenta scheint es an der Regulation des Endometriums
wahrend des Menstruationszyklus beteiligt zu sein 13,

Wahrend CTSB in Lysosomen und im Zytoplasma vorkommen kann, ist CAPN5 ein rein

zytosolisches Protein. Cathepsine und Calpaine sind im Allgemeinen am Apoptosevorgang

114

beteiligt, speziell an der Zersetzung des Zytoskeletts Dabei stellt CTSB ein

Endstreckenenzym der Apoptose dar, welches den Caspasen in seiner Funktion nachgeschaltet

ist 115,

4.3.3 Mitochondriale Proteine

Unter den potentiellen Interaktionspartnern wurden verschiedene
Proteine ermittelt, die von funktioneller Bedeutung fiir das
Mitochondrium sind.

Hierzu gehoren einerseits verschiedene Enzyme der Atmungskette
(z.B. NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8, 23kDa
(NDUFS8), Locus: 11g13), andererseits auch das mitochondriale

Transporterprotein solute carrier family 25 (mitochondrial carrier;
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Abbildung 21: NDUFS8 und SLC25A23
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phosphate carrier) member 23 (SLC25A23, Locus: 19p13.3). SLC25A23 dient dem
transmebranen Transport von Adeninnukleotidderivaten (beispielsweise ATP) durch die innere
Mitochondrienmembran. Dabei ist seine Aktivitat calciumabhdngig, welches an die

116

Zinkfingerdomane des Proteins bindet “~°. Ein direkter Zusammenhang zwischen hMLH1 und

SLC25A23 konnte zwar nicht festgestellt werden, allerdings wurden bei Patienten mit Lynch
Syndrom vermehrt Mutationen des SLC25A23-Gens festgestellt 17,

Die Enzyme der Atmungskette sind bei normalem Zellzyklus durch ihre Funktion bei der
oxidativen Phosphorylierung essentiell fir den Energiestoffwechsel. Eine weitere wichtige Rolle
spielt vor allem Cytochrom C bei der Einleitung der Apoptose. Ein wichtiger Schritt hierbei ist
der Verlust der mitochondrialen Membranintegritat und die Ablésung von Cytochrom C. Dieses

ist im Anschluss an der Aktivierung der Caspase-Kaskade beteiligt, die letztendlich fir den

Vollzug des programmierten Zelltod verantwortlich ist 109,
4.3.4 Enzyme des Nukleinsdauren Metabolismus

4.3.4.1 5'-Nucleotidase, cytosolic Ill-like (NT5C3L)

Die Nukleotidase NT5C3L (Locus: 17g21.2) hydrolysiert alle 5’-Ribo- und 5’-

Desoxyribonukleotide bis hin zu 5’-Nucleosidylpolyphosphate sowie die ez

17pil.2

synthetischen Substrate bis- und para- Nitrophenylphosphat. NT5C3L ist somit | ik}

17912

in der Lage, DNA- und RNA-Strange in 5 Richtung aufzuspalten. 7zt

17422
17923

17924

Dabei konnen die Substrate sowohl in der GroRe, als auch in der Form der

1792%

chemischen Bindung sehr stark variieren. Diese hohe Substratvielfalt

ermoglicht den kompletten Abbau bis hin zu den entsprechenden Nucleosiden  Abbildung 22:
NT5C3L

und phosphorylierten Zuckern. Trotz dieser theoretisch sehr groRen

Substratbreite ist das Enzym duBerst spezifisch, denn viele substratahnliche Nukleotide werden

nicht abgebaut oder wirken sogar inhibitorisch 18,

4.3.4.2 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 47 (DDX47)

DDX47 (Locus: 12p13.1) gehort zu den DEAD Box Proteinen. Fir DDX47 wird eine Beteiligung
bei der Spermatogenese, Embryogenese und der Regulation von zellulirem Wachstum

vermutet. Ein Mitwirken bei apoptotischen Mechanismen ist bereits nachgewiesen worden **°.
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DEAD Box Proteinen sind im Allgemeinen SF2 - RNA — Helikasen, denen eine

zentrale Rolle im RNA Metabolismus zugeschrieben wird, unter anderem bei ii:ii Q"
der Translationsinitiation, dem Spleilen und bei der Ausbildung von B%%g
SpleiBosom und Ribosom. Sie zeichnen sich durch spezifische Sequenzen von 8 EEE
Basen aus. Sie sind in der Lage, zwischen Nukleus und Zytoplasma zu wandern HEE%
und weisen eine eigene ATPase Aktivitat auf. Zusatzlich besitzen sie eine 12:222

ausgepragte  Nucleosid-Triphosphatase-Aktivitat, die durch RNA/DNA Abbildung 23: DDX47

stimuliert wird *%°.
4.3.5 Signalmolekiile und Enzyme

4.3.5.1 N-myc downstream regulated 1 (NDRG1)

NDRG1 (Locus: 8qg24.3) ist ein Mitglied der N-myc downstream

Gp23
Sp22

regulated Familie, die zu den a/p Hydrolasen gehort. Es ist ein vorwiegend o2t
zytoplasmatisches Protein und wichtiger Regulator grundsatzlicher §§§E
Zellfunktionen wie Differenzierung, Zellzyklus- und Wachstumsregulation, ggg?z
Reaktion auf DNA-Schaden und Stress durch Schwermetalle oder Hypoxie. 35323’;
Eine Storung dieser Funktionen kann zu Entdifferenzierung und e i

21 Dije Transkriptionsrate von NDRG1 ist bei Abbildung24:

NDRG1
Zellwachstum erniedrigt und bei Differenzierung sowie unter Stress erhoht.

Tumorerkrankungen fihren

Die Regulation verlauft dabei Uber weitere Mediatoren, so z.B. bei Hypoxie durch hypoxia

122,123 B

inducing factor (HIF1la) und bei DNA-Schaden durch das Hitzeschockprotein P53 ei

letztgenanntem Schritt soll NDRG1 ein essentieller Kofaktor von P53 fiir die Einleitung der

122 Eine Hemmung von NDRG1 soll durch Mitglieder der Myelocytomatosis

Apoptose sein
(Myc)-Familie (C-Myc und N-Myc) erfolgen **°. Neben den genannten Funktionen wurde bei der
autosomal-rezessiv vererbten neuronalen demyelinisiserenden Erkrankung hereditary motor
and sensory neuropathy-Lom (HMSNL) ein erhohter Spiegel von NDRG1 in betroffenem

Nervengewebe (Schwann-Zellen) beobachtet 126,
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4.3.5.2 Chloride intracellular channel 1 (CLIC1)

CLIC1 (Locus: 6p22.1-p21.2) ist ein intrazelluldarer Chloridkanal, der unter

e T ke3t
anderem in Saulenepithelien des Kolons vorkommt. §”§?§ o

E2i:

Der Unterschied zu anderen lonenkandlen besteht darin, dass CLIC1 in zwei ﬁﬁééiz-

. E3is

Formen vorliegen kann: membrangebunden als transmembraner lonenkanal, Bade

G2

oder als im Zytosol gelostes Protein. Die intrazelluldre Lokalisation wurde Ga23

Gzt

. . o e . . . . . 6925

durch Markierung mit Fluoreszenz Antikdrpern ermittelt. Sie ist fir jedes £339

Gewebe spezifisch, zum Beispiel sind sie in Epithelien eher im apikalen Abbildung 25: cLic1
Zellbereich in Vesikeln gespeichert.

Die genaue Funktion dieser Chloridkanale ist noch nicht naher bekannt 127,

4.3.5.3 Annexin A6 (ANXAG)

Annexine sind Proteine, die aus Segmenten mit jeweils 70-80 Aminosauren
bestehen, wobei ANXA6 (Locus: 5932-g34) aus 8 und die restlichen Annexine o

aus 4 Segmenten bestehen. &t

_—/1#2//374-! AT~

Abbildung 26:
ANXA6

Abbildung 27: Aufbau von Annexin A6

Sie besitzen zwei Domanen: die C-terminale Region ist die so genannte core-Domaéne, die fir
die Ausbildung der Proteinstruktur verantwortlich ist. Die N-terminale Domane ist fiir die
spezifische Diversitat, bzw. die Interaktion mit anderen Proteinen, verantwortlich 128

Annexine kdnnen pH- und kalziumabhangig Phospholipide binden. Dabei bildet jede einzelne
Unterdomdne der Proteine flinf a-Helices aus, die eine zentrale hydrophile Pore bilden. Die
Bindungstellen fir Kalzium sind bei allen Annexinen in der N-terminalen Domane lokalisiert,
variieren dort aber in der Anzahl und der genauen Position 129,

So wurde fir die meisten Annexine (u.a. auch fir ANXA6) eine lonenkanalaktivitat
nachgewiesen, neben Kalziumionen auch fiir Barium-, Lithium- und Casiumionen. Zudem

konnen Annexine an Elemente des Zytoskeletts wie F-Aktin oder Spectrin oder Saurem-

Gliafibrillirem-Protein assoziiert sein .
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Funktionell wird Annexinen unter anderem eine Beteiligung bei exozytotischen bzw.
sekretorischen Mechanismen zugeschrieben. So soll es bei hohen intrazelluldren
Kalziumkonzentrationen zur Aggregation und Fusion sekretorischer Vesikel kommen 131
Daneben haben die meisten Unterformen der Annexine fir sie charakteristische Funktionen.
ANXAG ist ein Bindungspartner von p120GAP, einem Protein der Ras/Raf Kaskade, fur dessen
Translokation und Komplexbildung es notwendig ist. Der Komplex aus p120GAP und ANXA6
scheint als Tumorsuppressor zu funktionieren, indem es die Ras / Raf / MAPK Kaskade
inaktiviert.

Dabei bindet ANXAG6 (iber seine Verbindungsdomane Ca2+—unabhéngig an die CALB/C2 Domane
von p120GAP und erméglicht so eine Ca**-Bindung an den Komplex. Gleichzeitig scheint ANXA6
an Mitglieder der Proteinkinase C Familie zu binden, welche gleichfalls an der Regulation der
Ras / Raf / MAPK Kaskade beteiligt sind. In Ovarialtumorzellen konnte durch ektope Expression
von Annexin A6 eine verminderte Aktivitat der Kaskade beobachtet werden.

In Kolonzellen und in vielen anderen Tumorgeweben wurde ein relativ geringer Spiegel von

ANXA6 nachgewiesen 132

4.3.5.4 Neutrophil cytosolic factor 4 (NCF4)

Das NCF4 - Gen (Locus: 22q13.1) kodiert fiir eine Untereinheit der NADPH-

22p13 _@
Oxidase, P40°"*. Die NADPH-Oxidase ist speziell in myeloischen Immunzellen ez ——

22plil.2

2Zpilal
229111

fir die Ausbildung von Superoxid Radikalen verantwortlich, welche zusammen

22911.2

mit speziellen Enzymen fur Immunfunktionen notwendig sind. roets
a

P40P™ hat hierbei eine regulierende Funktion, die iber die Bindung von

22913

Phospholipiden (zum Beispiel Phospahtidylinositol 3 Phosphat) in ihrem

Funktionszustand beeinflusst werden kann. Die Phosphorylierung von P4QP"*  Abbildung 28: NCFa

fuhrt zu einer negativen Regulation der NADPH Oxidase .

4.3.5.5 Lipid-Phosphat-Phosphatase 2 (LPP2)

Bei LPP2 (Locus: 19p13) handelt es sich um eine intramembrane Phosphatase, die
Phospholipide zu Phosphat und Diacylgylcerin umwandelt, in der de novo Synthese von
Glycerolipiden mitwirkt und an rezeptoraktivierter Signaltransduktion iber die Proteinkinase D
mitwirkt. Das Enzym ist aus 6 Transmembrandomanen aufgebaut und besitzt eine N-

Glykolysierungsdomane.
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Lipidphosphate, wie Lysophosphat und Sphingosin 1 Phosphat (S1P), sind

=]

19p13.3 —
Botenstoffe, die Uber ihre Bindung an G-Proteine an intrazelluldaren 19p13.2
H . . . . v g 19p 15,1
Signalprozessen teilnehmen. Intrazellular kénnen sie an |6sliche Rezeptoren otz ]

1911 3

. . . . . .. . . 19911 —%
wie z.B. PPARy binden. Die meisten Signale, die Uber die Wirkung von 122z
19915.1 4

19913, 3

13913.4

Phospholipiden vermittelt werden, betreffen die Regulation von Wachstum 19“‘“i

und Differenzierung.So wirkt S1P als antiapoptotischer Faktor, und schitzt

hierdurch die Zelle. Lipid-Phosphatasen dephopsphorylieren Phospholipide Abbildung 29: LPP2
und deaktivieren so die durch sie vermittelte Signaltransduktion.

Es existieren drei grundsatzliche Unterformen von Lipid-Phosphat-Phosphatasen (LPP1, LPP2,
LPP3), die eine &hnliche Architektur aufweisen. Sie bestehen wie bereits erwdhnt aus 6
Transmembrandomanen, mit denen das Enzym in der Membran verankert ist, weisen zudem
eine N-Glykosylierungsdomane und 3 Domaédnen fir Phosphataseaktivitdt auf. Diese konnen
intra- oder extrazellular liegen, dementsprechend werden auch intra- oder extrazelluldre
Signalwege durch die Phosphatasen beeinflusst. Die LPP2 ist nicht in allen Geweben gleich stark
exprimiert: so finden sich erhohte Spiegel zum Beispiel in Pankreas- oder Kolongewebe.

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine erhéhte LPP2 Expression in Fibroblasten zu einem
verfrihten Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus fiihrte. Dies zeigte sich einerseits
morphologisch, andererseits auch durch einen erhohten Cyclin A Spiegel. Zudem konnte bei
Zellen mit erhdhter LLP2 Expression nach zirka 20 Zellzyklen ein Arrest in der G,-/M-Phase und

typische morphologische Merkmale einer Zellalterung gezeigt werden 134

4.3.5.6 Phytoceramidase (= alkaline ceramidase 3 (ACER3))

Das Enzym ACER3 (Locus: 11g13.5) ist eine Ceramidase. Dies sind Enzyme, die

11p15

im Phospholipidstoffwechsel Ceramid spalten, so dass Sphingosin sowie freie niigi%
Fettsauren entstehen. Es wird aufgrund des jeweiligen-pH Optimums zwischen i
sauren, neutralen und alkalischen Ceramidasen unterschieden, die jeweils in ;;;
der Zelle auch unterschiedlich lokalisiert sind. i:ii

11924
11425

Die sauren Ceramidasen sind oftmals in den Lysosomen lokalisiert, die

Abbildung 30:
neutralen im Mitochondrium. Alkalische Ceramidasen wie ACER3 befinden sich  acers

bevorzugt im Endoplasmatischen Retikulum (E.R.) und im Golgi Apparat, wo
die Sphingolipidsynthese stattfindet. ACER3 hydrolisiert im E.R. bevorzugt Phytoceramid und ist
durch Ca®" induzierbar. Dem Substrat ensprechend heift das Enzym deshalb auch

Phytoceramidase. Es kommt in vielen Geweben vor, unter anderem in der Leber.
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Derivate des Sphingosinstoffwechsels sind an der Regulation von Wachstum und Apoptose
beteiligt sind, was auch fiir Phytoceramid vermutet wird. Neben der Regulationsmoglichkeit
durch Ca** wurden auch Bindungstellen fir Proteinkinase C, Caseinkinase Il, eine
Tyrosinphosporylierungsdomane, sowie eine  N-Glykosylierungsdomane identifiziert.
Phytoceramid und Dihydroceramid werden zudem fir die Sekretion von mit
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) markierten Proteinen aus dem E.R. bendtigt. Diese Funktion
ist fir das Wachstum der Zelle absolut notwendig. Ceramid Synthase und Phytoceramidase sind
beide im E.R. lokalisiert, so dass davon auszugehen ist, dass beide dort als Antagonisten der GPI

Markierung wirken 133,

4.3.5.7 Protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2 (PTP4A2)

Das Enzym PTP4A (Locus: 1p35) ist eine Tyrosinphosphatase. Diese Enzyme

(2
beeinflussen die Aktivitat bestimmter Wachstumsfaktoren, indem sie den i;%é;é ?"
Phosphorylierungszustand von Tyrosinresten verandern. Protein-Tyrosin- QEE%
Phosphatasen (PTPs) sind so in der Lage, durch Aktivierung/Inaktivierung g%g
mitogener Signale, Zellwachstum und Differenzierung zu beeinflussen. g%i_
Strukturell unterscheiden sich PTPs von anderen beschriebenen Tyrosin- igiél_,

Phosphatasen durch eine caax-box am carboxyterminalen Ende, an der :\::jll:;ngslz
posttranslationell Farnesylreste konjugiert werden kénnen.

Bei der Untersuchung des Einflusses erhohter PTP4A (Locus: 1p35) Spiegel konnte beobachtet
werden, dass betroffene Zellen ein erhohtes Wachstum zeigten. Dabei fiel besonders auf, dass
der Anteil von Zellen gestiegen war, die sich in der Synthesephase des Zellzyklus befanden.
Anscheinend fiihrt der Einfluss von PTP4A zu einer verfriihten Reifung von Zellen. Aufgrund
weiterer Ergebnisse wird dies auf die Inaktivierung von Hemmstoffen der cyklinabhangigen

Kinasen zuriickgefiihrt. Diese Enzyme fordern das Zellwachstum und steigern durch den

beschriebenen Mechanismus ihre Aktivitat 3¢
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4.3.5.8 RAP guanine nucleotide exchange factor (GEF)-like 1 (RAPGEFL1)

RAPGEFL1 (Locus: 17921.1-g21.2) ist ein Protein, das mit GTPasen der Ras-
Familie interagiert, speziell mit Rapl und Rap2. Diese GTPasen sind an
multiplen  zelluldren  Prozessen wie Proliferation, Differenzierung,
Lymphozytenaggregation, T-Zell Reaktion sowie der Plattchenaktivierung
beteiligt. Hierbei ist RAPGEFL1 fiir den Austausch von Guanin-Nukleotiden aus
der Bindungsstelle der GTPasen verantwortlich.

Proteine, die mit Ras-GTPasen interagieren, weisen spezifische Domanen auf.
So ist zum Beispiel die RA-Domane fiir die Translokation von RAPGEFL1 in den

Golgi Apparat verantwortlich®®’.

4.3.5.9 Selenium binding protein 1 (SELENBP1)

SELENBP1 (Locus: 1g21-g22) ist ein zytosolisches Protein, welches in Geweben
von Pflanzen und Sdugern vorkommt und in der Lage ist Selenium zu binden.
Seine physiologische Funktion ist noch weitgehend unbekannt.

Es soll an der Regulation von Wachstum, Reduktion/Oxidation und
Detoxikation beteiligt sein. Auffdllig ist die hohe Homologie zwischen der
Pflanzen- und Siugetierform des Proteins 3%,

Ein verminderter Spiegel von SELENBP1 wurde in Kolonkarzinomzellen

nachgewiesen. Dabei wurden hohere Konzentrationen von SELENBP1 in

Ergebnisse

17p13

17p12
17p11.2

it
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17922
174923

174924

17925

Abbildung 32:
RAPGEFL1

1943

Abbildung 33:
SELENBP1

Adenomen im Vergleich zu Kolonkarzinomzellen héherer Malignitat nachgewiesen. Dies weist

darauf hin, dass der Spiegel moglicherweise mit zunehmender Malignitat sinkt

4.3.5.10 Serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 (SPTLC2)

SPTLC2 (Locus: 14g24.3-g31) ist ein Bestandteil der Serin-Palmitoyltransferase
(SPTLC), welche fir den initialen Schritt im Sphingosinstoffwechsel
verantwortlich ist. Nach heutigem Kenntnisstand ist es aus den zwei
Untereinheiten SPT1 und SPT2 aufgebaut. SPTLC vermittelt die Kondensation
von Palmitoyl CoA und Serin zu 3-Ketosphinganin, welches eine Vorstufe fir
die weiteren Vertreter der Sphingosinfamilie ist.

Sphingosine sind im Allgemeinen Botenstoffe, die intra- (vor allem im Zytosol)

und interzellular verschiedenste Signale vermitteln kénnen. So sind die
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Sphingolipide, Ceramid und Sphinganin beispielsweise, Signale fiir die Apoptose, wahrend
Sphingosin-1-Phosphat ein Proliferationsstimulator ist 142

Dass Verdanderungen im Lipidstoffwechsel zu den ersten Anzeichen einer zelluldaren
Entdifferenzierung gehoren, ist schon seit Langerem bekannt 143

So sind die Spiegel von Sphingolipiden in Leberkarzinomzellen deutlich héher als in normalem
Lebergewebe 144,

In verschiedenen weiteren Tumorgeweben wurde eine erhdhte Expression von Bestandteilen
der SPTLC nachgewiesen. Zu diesen Tumoren gehorte auch das Kolonkarzinom.

Zudem konnte gezeigt werden, dass sich nicht nur die quantitative Expression gedndert hat,
sondern auch die intrazelluldre Verteilung ***.

Eine Translokation des Enzyms in den Nucleus, was auf eine Beteiligung in der Steuerung von
Wachstum und Differenzierung hinweisen kénnte, ist bereits beobachtet worden *°.

Bei genauerer Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die Untereinheiten innerhalb der

Zelle unterschiedlich stark exprimiert waren. So war SPT1 eher diffus im Zytoplasma verteilt,

wihrend SPT2 eher im Nukleus lokalisiert war %°,

4.3.5.11 Pigment epithelium derived factor (PEDF)

PEDF (Locus: 17p13.1) ist ein Wachstumsfaktor. Eine beschriebene Funktion

=]
von PEDF ist die Inhibition der Angiogenese. Zur Familie der Angiogenese- i;iz

17p11.2
Inhibitoren gehdren unter anderem auch Angiostatin und Thrombospondin. ik

17912
Angiogenese-Inhibitoren sind oft Antagonisten von angiogeneseférdernden 17421

17422
17423

147, Maligne Gewebe irand

Faktoren (z.B. vascular endothelial growth factor VEGF)

17925

haben zumeist einen erhohten Nahr- und Sauerstoffbedarf, so dass es hier

leicht zu einer Hypoxie kommt. Aus diesem Grund besteht hier ein erhohter Abbildung 35: PEDF
Wachstumsreiz, der zu einer erhéhten Ausschittung von Angiogenesefaktoren
fuhrt. So sind viele Tumore hypervaskularisiert.

147
. Zudem

Eine weitere Funktion von PEDF soll in der Protektion neuronaler Zellen bestehen
wird flr PEDF eine Beteiligung bei der Zellalterung vermutet. In alternden Zellen konnte ein

deutlich verminderter Spiegel von PEDF nachgewiesen werden 148,
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4.3.5.12 V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog 1 (ARAF1)

ARAF1 (Locus: Xp11.4-p11.2) ist ein Vertreter der Proteine der RAF-Familie, die
zu den MAP-KKK (Mitogen activated Protein-Kinase Kinase Kinase) gerechnet
werden, da sie in der Lage sind die MAP-Kinase-Kinasen MEK1 und MEK2 zu
phosphorylieren und dadurch zu aktivieren. Diese aktivieren wiederum die
MAP-Kinasen, extracellular regulated kinases (ERKs), ERK1 und ERK2, die das
urspriingliche Signal in den Nukleus transportieren und dort an verschiedene

149

Transkriptionsfaktoren binden “. Mutationen in dieser Enzymkaskade sind

hiufig in kolorektalen Karzinomen zu finden **°.

4.3.5.13 Non-POU domain containing, octamer-binding (NONO)

NONO (Locus: Xg13.1) gehort zu der Klasse der oktamerbindenden Proteine.
Diese erkennen bestimmte DNA Sequenzen, die aus acht Basen bestehen.
Einige Proteine aus dieser Familie enthalten eine bestimmte Proteindomane,
die POU Domane. Sie fungiert beispielsweise in lymphatischen Geweben als
positiver / negativer Transkriptionsfaktor zur Regulation der Synthese von
Immunglobulinen. Neben den POU - Proteinen gibt es auch solche die keine
entsprechende POU Domane enthalten. NONO ist ein Vertreter dieser Klasse,

welches in zwei Formen vorliegt. Die langere Form (2700 Basenpaare) ist ein
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Abbildung 37: NONO

ubiquitdres Protein, das in praktisch allen Geweben vorkommt. Die verkirzte Form (1600

Basenpaare) ist vor allem in lymphatischen Geweben zu finden. Eine erste Extraktion dieses

Proteins erfolgte aus einem B-Zell Leukamie Stamm. Bei Betrachtung der Basensequenz finden

sich Bereiche, die fiir die Bindung von DNA und Protein-Protein Interaktionen kodieren kénnen.

Diese Abschnitte zeichnen sich durch eine groRe Anzahl an Prolin- und Glutaminsequenzen aus

151
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4.3.6 Stoffwechselenzyme

4.3.6.1 Adenine phosphoribosyltransferase (APRT)

Das Enzym APRT (Locus: 16qg24) katalysiert die Synthese von

Adeninmonophosphat aus Adenin und Phosphoribosyl-Pyrophosphat unter ortons

lepi2

der Bildung eines Pyrophosphations. Die enzymatische Aktivitdt kann durch fteiig o
]

16g911.2

die Endprodukte gehemmt werden. APRT kommt vor allem in der Leber vor {ggég%

16521
und spielt eine wichtige Rolle im Nukleinsdurenmetabolismus: es ist t6a22

16923

Bestandteil der Purinbasen-Wiederverwendungsmechanismen (salvage togz+

pathway) 152. Abbildung 38: APRT

4.3.6.2 Argininosuccinate synthetase 1 (ASS1)

Das Enzym ASS1 (Locus: 9q34.1) katalysiert die Synthesereaktion von
P24
Argininosuccinat aus Citrullin und Aspartat. Arginin ist eine nicht-essentielle EEE?
pl3
Aminosaure, fiir welche ASS in Mangelzustinden einen alternativen i
Stoffwechselweg darstellt. Flir bestimmte Tumore ist Arginin eine essentielle
k

Aminosdure. Trotzdem ist in vitro teilweise ein Wachstum in argininfreien 3332

Nahrmedien moglich, was auf die Aktivitat von ASS1 zuriickgefiihrt wird 153

Abbildung 39: ASS1
4.3.7 Translationsproteine und Ribosomale Proteine

4.3.7.1 Ribosomal protein S2 (RPS2) / S5 (RPS5) / $16 (RPS16)

RPS2 (Locus: 16p13.3), RPS5 (Locus: 19g13.4) und .
16p 135 PN S T T
. . . 16p13.2
RPS16 (Locus: 19q13.1) gehodren jeweils zur 40S 1op 131 — 10122 |
. . . 1513:12 19p13.1 19131 —
pll.
Untereinheit des Ribosoms. Untersuchungen zu den feii 2 . iz
. . . . . . Leall.2 1agi1 :% 13011 :§
einzelnen Proteinen weisen auf eine Beteiligung bei der iegE: 1t 4 tald
12:%? 19913.1 o 19913.1
. . 19q13.2 19913.2
Regulation des Zellwachstums hin. to522 tont.s i rase i
18923
. . . . . . . - 19913.4
Dies gilt speziell fir RPS5, fiir das eine regulatorische 16424 et =

Wirkung auf den Zellzyklus beschrieben wird >*. Fur Abbildung 40: RPS2, RPSS, RPS16

RPS2 wurde eine Interaktion mit dem fibroblast growth
factor 3 beobachtet, welcher in seiner zellkernstindigen Form einen Inhibitor der

Zellproliferation darstellt *>°

. Zudem codiert RPS2 fiir ein Antigen, welches von zytotoxischen T-
Lymphozyten mit dem Oberflachenantigen HLA26 erkannt wird 136,
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4.3.7.2 Eukaryotic translation initiation factor 2A (EIF2A)

EIF2A (Locus: 3g25.1) ist ein Protein, welches wahrend der Proteinbiosynthese
den Transport der AUG(Methionin) — tRNA zur 40S Ribosomen Untereinheit
katalysiert.

Die Bindung der AUG-tRNA stellt den initialen Schritt der Translation dar.

An Ser51 der a-Untereinheit befindet sich eine Phosphorylierungs-domane, an
der EIF2A durch Phosphorylierung inaktiviert werden kann. Fiur die

Phosphorylierung sind nach aktuellem Kenntnisstand hauptsachlich vier

Enzyme verantwortlich: die dsRNA aktivierte Proteinkinase PKR. Sie ist ein

Ergebnisse

Abbildung 41: EIF2A

Bestandteil der interferonvermittelten Immunabwehr; die generell den Nitrogenmetabolismus

kontrollierende Kinase, die auf Aminosduren-Mangelzustande reagiert, die Hamregulierte-

Inhibitor-Kinase, die die Globinsynthese mit dem Angebot an Ham synchronisiert und die PKR

assoziierte endoplasmatische Kinase PERK, die auf groRe Mengen ungefalteter Proteine im E.R.

reagiert.

Die Inhibierung der Translation durch die PKR abhangige Phosphorylierung von EIF2A gehort zu

den essentiellen Schritten der Apoptose. Eine Inaktivierung der Proteinbiosynthese verringert

die Konzentration an antiapoptotischen Faktoren 7

4.3.7.3 Eukaryotic translation elongation factor 2 (EEF2)

EEF2 (Locus: 19pter-q12) ist ein GTP bindendes Protein, welches einen

wichtigen Kofaktor bei der Proteinsynthese darstellt. Es ist flr die

Translokation der entstehenden Proteinkette von der A- in die P-Stelle des

Ribosoms  notwendig 18 EEF2 ist hierdurch  eine wichtige

Regulationsmoglichkeit fur die Proteinbiosynthese. In hypoxischen Zellen, wie
zum Beispiel in Tumoren, wird die Expression von EEF2 vermindert, EEF2 kann
inaktiviert werden ™°. Die

aber auch direkt durch Phosphorylierung

Interaktion mit P53 ist fir die Zellzyklus- und Wachstumsregulierende Funtion

von EEF2 verantwortlich *¢°,
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4.3.8 Proteasom und Sequestosom assoziierte Proteine

4.3.8.1 UBA domain containing 1 (UBAC1)

UBAC1 (Locus: 99g34.3) ist Bestandteil des Ubiquitin-Proteasom-Systems,
welches flr den selektiven Abbau von Proteinen verantwortlich ist. Es spielt
eine zentrale Rolle in einer Vielzahl von lebenswichtigen zelluldaren Prozessen
wie Zellzyklus, Qualitatskontrolle der Proteinfaltung, Signaltransduktion,
Genexpression und Apoptose. Substratproteine werden durch Ubiquitin
kovalent modifiziert und so fir den Abbau durch das 26S Proteasom markiert.
Dabei ist die UBA Domdne die erste in der Literatur beschriebene
Bindungsstelle fur die Ubiquitinierung von Proteinen, Uber welche die

Degradierung im Proteasom stattfinden kann *°.

4.3.8.2 Sequestosome 1 (SQSTM1 = p62)

SQSTM1 (Locus: 5q35) gehort zu den Proteinen der Ubl/UBA-Familie, die an
der Regulation der Degradierung von Proteinen im Proteasom beteiligt sind.
Dies geschieht Uber ihre UBA Domane, die Verbindungen mit Polyubiquitin
eingehen kann. SQSTM1 wirkt hier dann als Proteintransporter.

Zudem enthalt SQSTM1 Domanen fir die Interaktion mit weiteren Proteinen,

PhoXyntereinheit siehe 4.3.5.4),

zum Beispiel die PB1-Domane (z.B. mit der
welche der Heterodimerbildung dient und auch in anderen Proteinen

vorkommt .
4.3.9 Proteine des Zytoskeletts

4.3.9.1 Actin,gamma 1 (ACTG1)

ACTG1 (Locus: 17925) ist eine Unterform des Aktins, welches das numerisch
haufigste zytoskelettale Protein darstellt.

Aktin liegt in zwei moglichen Formen vor: einerseits als das so genannte
globuldre Aktin (G-Aktin), welches zellular geldst ist und andererseits als das
filamentdse Aktin (F-Aktin), welches ein die Zelle durchspannendes Polymer

des G-Aktins darstellt.
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Abbildung 43: UBA1C

Abbildung 44:
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Abbildung 45: ACTG1
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Es existieren verschiedene Unterformen des Aktins: a-Aktin vom Herztyp und vom Gefatyp, B-

Aktin in verschiedenen Isoformen und y-Aktin vom enterischen und vom zytoplasmatischen

Typ. Zusatzlich zu der Fahigkeit zur Polymerisation kann Aktin Uber seine N-terminale Domadne

weitere Protein-Protein Interaktionen eingehen.

Neben seiner Funktion als zelluldrer ,Baustoff” ist Aktin auch fir weitere zelluldre Vorgdnge

bekannt. So wird eine Rolle als Kofaktor der Polymerase Il bei der Transkription diskutiert

163,164

Dabei soll Aktin als allosterischer Regulator der Gentranskription wirken '®> (siehe Abbildung

46).

pre-mRNA_ Moégliche Rolle von Aktin im

Komplex mit anderen

¢ Proteinen als Regulator der
elongating pol Il

machinery .

RNA Polymerase

transcription

Abbildung 46: Mogliche Rolle von Aktin bei der Translation

4.3.9.2 CutA divalent cation tolerance homolog (CUTA)

CUTA (Locus: 6pter-p21.31) wurde bei der Suche nach Ankerproteinen fiir die
Acetylcholinesterase entdeckt 166,

Es soll vor allem an der Verankerung von neuronalen Zellen (speziell im
Nucleus Caudatus und in der Substantia Nigra) beteiligt sein. Durch seine
starke Lipophilie kann es sehr gut in die Membran integriert werden.

Die Architektur mit verschiedenen Aminosdure- und Fettsdureresten weist

darauf hin, dass dieses Protein iber Protein-Protein Interaktionen in der Lage

ist, auch andere Proteine in der Membran zu verankern ¢’
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4.3.9.3 Desmin (DES)

DES (Locus: 2q35) ist ein Intermediarfilament und kommt vor allem in

Muskelgeweben vor. In den Zielzellen polymerisiert es zu filamentosen Fi
Netzwerken. Diese reichen einerseits von der Kernhille bis hin zum ﬁﬁgi S
Sarkolemm, andererseits sind sie flr die Fixierung von Myofibrillen an den Z- gig%qf
Scheiben in  Muskelzellen verantwortlich. Neben einigen anderen gggé

%

2937

Intermediarfilamenten hat Desmin eine Bindungsstelle fiir Caspase 6. Die

Caspase-Enzymkaskade spielt beim Mechanismus der Apoptose eine zentrale APPilduns 48: DES

Rolle 8,

4.3.9.4 Parvin, alpha (PARVA)

PARVA (Locus: 11p15.3) ist ein Protein des Zytoskeletts, das zur Familie der Integrin-linked-
Kinase (ILK) bindenden Fokalkontakt-Proteine gehdért. Diese Proteine dienen der Interaktion
verschiedener Bestandteile des Zytoskeletts, zum Beispiel mit Aktin oder mit Integrinen 169 Es
existieren a- und B-Parvine, die jeweils als Antagonisten zueinander wirken. Der Komplex ILK -
a-Parvin soll Zellen vor Apoptose schiitzen, ILK - B-Parvin hingegen die Apoptose fordern. Dies

wurde anhand einer Quantifizierung der Caspase 3 Aktivitit ermittelt *7°.

4.3.9.5 Spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 (SPTAN1)

SPTAN1 (Locus: 9933-q34) zahlt zu den Spectrinen, tetramerbildende Proteine
24
die aus 2 a-B Dimeren bestehen. Spectrine sind Intermedidrproteine und Eig%

9F 13

erhdhen die Quervernetzung und Verankerung von Anteilen des Zytoskeletts, éég

9913
speziell von Aktin. Es liegt in zwei Formen vor. Die erythrozytengebundenen e
G922
Form (erythroic-spectrin) ist am Aufbau des Zytoskeletts beteiligt und 3332

3935
3934

malgeblich fir die physikalische Stabilitat sowie die hohe Lebenserwartung

der Erythrozyten verantwortlich. Eine Mutation in diesem Spectrin-Gen flihrt Abbildung 49:
SPTAN1

zur  elliptoiden  hamolytischen  Anamie. Die, hier vorliegende,

extraerythrozytare Form (non-erythroic-spectrin) ist in Geweben fiir die Zellverankerung und

die Aufrechterhaltung von Zell-Zell Kontakten verantwortlich %
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4.3.9.6 Sec61 alpha 1 subunit (SEC61A1)

SEC61A1 (Locus: 3g21.3) st ein Bestandteil von Sec6l, einem )

Transmembranprotein, welches an der Translokation neu synthetisierter i<
Proteine in die Zellmembran oder auflerzytosolische Kompartimente beteiligt gsé:%
ist. Es ist aus den Untereinheiten a und B zusammengesetzt. Sggg
Der gesamte Proteinkomplex wird ,Translocon” genannt. An ihm sind neben §§§§%
den beiden Untereinheiten von Sec61 auch noch das Signalerkennungsprotein =

172 \Weitere Abbildung 50:

SEC61A1

SRP (signal-recognition-particle) und sein Rezeptor beteiligt
mogliche Interaktionspartner kénnen an der Ausbildung des Translocons
beteiligt sein. Studien mit Antikérpern gegen die carboxyterminale Domane von Sec61 zeigten,

dass es vornehmlich in Mikrosomen im rauen E.R. lokalisiert ist 1">7%,

4.3.9.7 Transgelin (TAGLN = SM22)

TAGLN (Locus: 11g23.2) ist ein vor allem in glatter Muskulatur vorkommendes
zytoskelettales Protein, welches im Verhaltnis 1:6 an Aktin bindet. Es ist fir die

Quervernetzung und Organisation von Aktinfilamenten zustandig. Zudem kann i

it
es an Aktin-Stressfasern binden, die bei Zellen unter nichtphysiologischen :“:
Bedingungen wie Hypoxie entstehen *”°. Die Aktinbindungsfahigkeit hangt dabei ifi i
vom jeweiligen Phosphorylierungszustand ab, der zum Beispiel durch die e
Interaktion mit Proteinkinase C beeinflusst werden kann *7°. /T*:gi::“”g 51:

4.3.10Bestandteile der DNA Reparatur

4.3.10.1 Post-meiotic segregation protein 2 (PMS2)

Die Funktion von PMS2 als Interaktionspartner von hMLH1 bei der Bildung des Heterodimers

MutLa bei der MMR wurde bereits eingehend beschrieben (siehe 1.3.2).
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4.3.11 Sonstige Proteine

Neben den bereits aufgefiihrten Proteinen wurden noch einige identifiziert, zu denen in der
Literatur bisher keine Information bezliglich Struktur und Funktion zu finden waren:
e family with sequence similarity 79

e member A Homo sapiens CpG DNA

similar to uncharacterized protein family UPF0227 member RGD1359682

e transmembrane protein 103

Zusatzlich wurden 12 DNA Sequenzen identifiziert, denen nur ein offenes Leseraster, ohne

Bezug zu einem bekannten Protein, zu Grunde lag.
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5 Diskussion

5.1 Methodik

5.1.1 Praktische Erfahrungen mit dem Bacteriomatch (ll) Two - Hybrid
System

Das Ziel bei der Entwicklung von bakteriellen Zweihybrid-Systemen war es, schnelle und
effektive Methoden zur Identifikation von Protein-Protein Interaktionen zu entwickeln, die
gleichzeitig glinstig in der praktischen Handhabung sind.

Das Bacteriomatch (ll) Two — Hybrid System stellte sich in dieser Versuchsreihe als eine, in
der Praxis gut durchfiihrbare, Methode dar. Potentielle Fehlerquellen waren dabei lediglich
die Einhaltung der exakten Versuchszeiten (siehe 3.3.4.2) und die kurze Haltbarkeit der
Plasmid-DNA in H,O (siehe 3.3.5.1). Nach entsprechender Korrektur konnte in wenigen

Wochen eine grofRe Anzahl von Proben erfolgreich kotransformiert werden.

5.1.2 Verwendung eines bakteriellen Zweihybrid-Systems

Der Hauptanteil der MMR-Proteine liegt im Zellkern vor, jedoch sind auch kleine Mengen im
Zytoplasma nachweisbar *"7*78,

Durch duBere Einflisse kann die intrazellulare Lokalisation der MMR Proteine verandert
werden. So konnte gezeigt werden, dass alkylierende Substanzen zu einem verstarkten

179

Transport von hMutSa in den Zellkern fihren ~~. Mit zunehmenden DNA-Schaden steigt der

Bedarf an MMR Proteinen, die dann im Zytoplasma verstarkt gebildet und in den Kern
transportiert werden 7%,

Der aktive Transport von Proteinen in den Zellkern verlauft tGber sogenannte nuclear
localization sequences (NLS) 81 hMLH1 verfligt, ebenso wie sein Heterodimer hPMS2, tber
eine funktionelle NLS-Sequenz *®! und kann dabei durch Kotransport weitere Proteine in den
Zellkern transportieren. Dies wurde am Beispiel des aktinbindenden Proteins Thymosin beta
4 gezeigt 182

Die MMR-Funktion von hMLH1 im Nukleus wurde bereits eingehend untersucht. Es ist

jedoch wenig lber die Funktionen von hMLH1 im Zytoplasma bekannt, im Speziellen welche
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Interaktionen es dort eingeht . Da vermutet wird, dass hMLH1 Gber eine funktionelle
Exportsequenz verfligt, ist eine Funktion im Zytoplasma wahrscheinlich.

Zur genaueren Untersuchung dieser zytoplasmatischen Funktion von hMLH1 wurde in dieser
Arbeitsgruppe ein bakterielles Zweihybrid-System etabliert. Da prokaryotische Zellen keinen
Zellkern besitzen unterbleibt ein gezielter Transport in Kompartimente und die Interaktionen
mit zytoplasmatischen Proteinen werden nicht beeinflusst. Es sollten somit Erkenntnisse
Uber neue Interaktionspartner von hMLH1, unabhangig vom zelluldren Subkompartiment,
gewonnen werden.

Allerdings wurde nicht nur in der kompartiment-unabhangigen Interaktionsmaoglichkeit ein
Vorteil gegenliber anderen Methoden gesehen. Nachteilig am Hefe-Zweihybrid-System ist
beispielsweise zudem, dass sowohl das Uberexprimierte eukaryotische Kéder- als auch das
Zielprotein mit endogenen Hefeproteinen interagieren kénnen. Dies kann zur Unterdriickung
der Interaktion von Koder- und Zielprotein fiihren, was wiederum in falsch-negativen
Ergebnissen resultiert ***. In bestimmten Fallen kénnen Ziel- oder Kéderprotein sogar selbst
das Wachstum der Wirtszelle beeinflussen. Dies ist besonders dann der Fall, wenn sie eine

direkte Wirkung auf den Zellzyklus haben **

. Theoretisch kénnen die Uberexprimierten
Proteine sogar proapoptotisch wirken.

Da aber gerade der Einfluss von MMR Proteinen auf Zellzyklus und Apoptose eine der
aktuellsten Fragestellungen zum Thema DNA Reparatur darstellt, kam fir unsere
Untersuchungen ein Hefe-System nicht in Frage.

Durch Verwendung des bakteriellen Zweihybrid-Systems konnte insgesamt eine Vielzahl von

bisher nicht bekannten Interaktionspartnern von hMLH1 mit Proteinen aus dem Bereich

Zellmetabolisums/Apoptose (siehe 5.2.2.4) detektiert werden.

5.2 Interpretation der detektierten Interaktionen

5.2.1 Vergleich der Ergebnisse mit anderen Forschungsgruppen

Cannavo et al. haben sich etwa zeitgleich mit unserer Arbeitsgruppe mit der Suche nach
neuen Interaktionspartnern von hMLH1 befasst **°, wobei sie die TAP verwendeten "2 Diese
Methode wird als besonders valide angesehen, da hier zwei Waschvorgange hintereinander

geschaltet sind (siehe 1.4.1.2). Da bei der TAP eukaryotische Zellen eingesetzt werden,
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finden die Interaktionen, im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten bakteriellen
Zweihybrid-System, in dem jeweiligen physiologischen subzellularen Kompartiment statt.
Unter den, durch das TAP-Screening neu identifizierten, Interaktionspartnern wurden MMR-
Proteine, Enzyme des DNA-Stoffwechsels, Proteine des Import/Export, Ubiquitin assoziierte
Proteine und Zellzyklusenzyme identifiziert.

Die Ergebnisse unseres bakteriellen Zweihybrid-Screenings wurden mit denen der TAP
abgeglichen. 20 Proteine wurden mit Hilfe von beiden Systemen als hMLH1
Interaktionspartner identifiziert. Dabei handelt sich im Einzelnen um mitochondriale Carrier-
und Atmungskettenproteine, ribosomale Proteine und Kofaktoren, Signalmolekile sowie

zytoskelettale Proteine, die im Folgenden aufgefiihrt sind:

Tabelle 7: Durch sowohl TAP- als auch Zweihybrid-Screening detektierte
Interaktionspartner von hMLH1

Protein Funktion Anzahl
identischer
Klone

Mitochondriale Proteine Cytochrom C, Ubiquinon, NADH Dehydrogenase 7

solute carrier fam//y 25 Carrier der inneren Mitochondrienmembran 3

(SLC25A23)

Annexin A6 (ANXAG) Bindet Phospholipide pH+Ca”* abhingig, wirkt als Kofaktor 1

der Ras/Raf/MapK Inhibition

non-POU domain containing, Wirkt als Transkriptionsfaktor, z.B bei der Ig-Synthese in 1
octamer-binding Protein (NONO) lymphatischen Geben

Ribosoma|es Protein S16 (RPS]_6) Proteine der 40S ribosomalen Untereinheit, 1

mogliche Interaktionen mit anderen Proteinen, z.B: EIF2A

Ribosomales Protein S5 (RPS5) 1
Ribosomales Protein S2 (RPS2) 1
Eukaryotic translation initiation factor Initiation durch AUG Transport zum 40S Ribosom, 2
2A (E|F2A) Inaktivation durch Phosphorylierung

Desmin (DES) Intermediarfilament, Fixierung von Myofibrillen an den z- 1
Scheiben / Interaktion mit Caspase Enzymen

Filamin C, gamma (FLNC) Verbindung von Membranproteinen mit Aktin, Mediatoren 1
der zytoskelettalen Dynamik

spectrin, alpha, non-erythrocytic 1 Oligomerbildendes Protein, welches der Quervernetzung 1
on Aktinfilamenten dient
(SPTAN1) Yo A '
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112 der durch die TAP detektierten Interaktionspartner waren zwar nicht mit Proteinen des
bakteriellen Zweihybrid-Systems identisch, konnten aber &hnlichen Proteinklassen
zugeordnet werden.

Die Validitat dieser, durch beide Systeme detektierten, potentiellen hMLH1
Interaktionspartner muss allerdings noch durch weitere Untersuchungen geprift werden,
nicht zuletzt da sich die Fehlerquellen von falsch-positiven Ergebnissen von beiden Systemen
Uberschneiden. So wird in beiden Fallen der intrazelluldre Spiegel an Kdderprotein kiinstlich
erhoht, so dass es zur Interaktion mit unspezifischen Liganden kommen kann (siehe 1.4.1.2).
In der Tat wurden auch mit beiden Methoden Proteine detektiert, die in der Literatur als
unspezifische Liganden genannt werden: ribosomale Proteine und metabolische Enzyme 6,
Gleichzeitig waren diese Ergebnisse allerdings mit der der Regulationsfunktion von hMLH1
bei Zellzyklus und Metabolismus vereinbar (siehe 1.3.3), was im Verlauf noch genauer

diskutiert wird (siehe 5.2.2.4).

5.2.2 Bekannte Funktionen von hMLH1 und Ubereinstimmung mit dem
Zweihybrid-Screening

Es sind derzeit mindestens vier zelluldare Mechanismen bekannt, an denen hMLH1 beteiligt
5462187
e MMR
e Immunglobulinbildung im Immunsystem
e Genetische Rekombination wahrend der Meiose
e Zellzyklus Regulation
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich jeder der vier Kernfunktionen von hMLH1
Interaktionspartner zuordnen lassen, die durch das bakterielle Zweihybrid-System detektiert

wurden. Wie bereits erwahnt, konnten viele Kandidatenproteine durch ein zeitgleiches TAP-

Screening einer unabhangigen Forschungsgruppe bestatigt werden*®®.

5.2.2.1 hMLH1 und MMR

Wie schon eingehend beschrieben, ist hMLH1 ein zentrales MMR Protein. Mit Hilfe des

bakteriellen Zweihybrid-Systems konnte die Interaktion mit dem Mismatch Reparaturprotein
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hPMS2 bestatigt werden, welches zusammen mit hMLH1 den heterodimeren Komplex

MutLa bildet (siehe 1.3.2).

5.2.2.2 hMLH1 bei der Antikérperbildung

Insgesamt sind 7% der detektierten potentiellen hMLH1-Interaktionspartner den
Immunglobulin-Proteinketten zuzuordnen (siehe 4.3.1). Ein Zusammenspiel von hMLH1 mit
Proteinen des Immunsystems scheint nicht unwahrscheinlich, da bereits beschrieben wurde,
dass hMLH1 und hMSH2 an der somatischen Hypermutation (SHM) beteiligt sind ®, die fiir
die Aufrechterhaltung der Antikdrpervielfalt verantwortlich ist (siehe 1.3.3).

Bei den Immunketten vom leichten Typ existieren zwei Unterformen : k und A.

Sie besitzen jeweils eine konstante (C) und eine variable (V) Domane. Die variable Domane
ermoglicht die Bildung spezifischer Antikorper, die gegen ein bestimmtes Epitop gerichtet
sind. Die Variabilitdt wird durch SHM und somatische Genumlagerung (rearrangement)
ermoglicht. Bei diesem Mechanismus werden V(variable)-Gene und C(constant)-Gene Uber
J(junction)-Gene miteinander verknUpft und teilweise genetische Information aus dieser
Kombination entfernt. Fiir die schweren Ketten existiert ein dhnlicher Mechanismus. An
diesen Vorgangen scheinen MMR Proteine beteiligt zu sein, wobei der genaue Mechanismus
noch nicht vollstandig geklart werden konnte ®*. Aktuelle Modelle *®8 gehen davon aus, dass
bestimmte Enzyme wie z.B. die activation-induced cytidine deaminase gezielte DNA Ldsionen

in den variablen Regionen herbeifihren ¥ die dann von verschiedenen DNA

Reparatursystemen, u.a. der MMR, korrigiert werden *°1%3

. Im Gegensatz zur eigentlichen
MMR werden die resezierten Strangabschnitte hier jedoch durch sogenannte translesion
DNA synthesis polymerases aufgefiillt, die eine deutlich erhdhte Fehlerrate im Vergleich zu
der, bei der eigentlichen MMR aktiven, DNA Polymerase 6 aufweisen 194,195

So entsteht nach diesem Modell in der variablen Domane ein ,hypermutierter” Bereich, der
bei Translation zu einer Vielzahl von Mutanten fihrt und so die notwendige

192,196 .
h , wobei

Antikorpervielfalt gewahrleistet. Fiir eine effektive SHM ist h(MLH1 erforderlic
seine genaue Funktion in diesem Zusammenhang noch nicht geklart werden konnte.

Hinsichtlich der in dieser Arbeit detektierten Interaktionspartner des Immunsystems bleibt
zu diskutieren, wie eine Interaktion zwischen Immunglobulinketten und hMLH1 zu
interpretieren ware. Die bisher bekannten Interaktionen von hMLH1 mit Bestandteilen des

Immunsystems beziehen sich auf die Immunketten-DNA und die Proteine der SHM (s.o0.),
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nicht jedoch auf die Immunketten-Proteine selbst. Durch nachfolgende Untersuchungen
mifRten die Interaktionen mit hMLH1 verifiziert werden und die genauen
Interaktionsbereiche sollten eingegrenzt werden. Die Untersuchung der Lokalisation der
interagierenden Proteine mittels konfokaler Laser- Mikroskopie konnte in diesem
Zusammenhang sehr hilfreich sein.

Von den Ergebnissen des bakteriellen Zweihybrid-Screenings ausgehend kénnte hMLH1
nicht nur an der SHM selbst, sondern auch an nachfolgenden Schritten bis hin zur

Immunglobulinsynthese beteiligt sein.

5.2.2.3 hMLH1 in der Meiose

hMLH1 ist bei der Meiose an verschiedenen Vorgingen beteiligt ®*. So wurde beschrieben,
dass es wahrend der Meiose zur Bildung von Hetero-Duplex DNA kommen kann, welche zur
Aktivierung der MMR fihrt (siehe 1.3.2). Dies kann beispielsweise auftreten, wenn
Fehlpaarungen wahrend der prameiotischen Replikation entstehen. Der Korrektur-
Mechanismus ist hierbei analog der bisher beschriebenen postreplikativen MMR 197,198
Zudem ist hMLH1 wahrend der Meiose an der homologen Rekombination beteiligt.

Hierbei werden Teile von DNA-Strangen enzymatisch entfernt. Die entstandenen
Einzelstrangabschnitte verbinden sich mit Strangen des homologen Chromosoms, so dass
Heteroduplex-DNA Abschnitte entstehen. Sind die beiden heteroduplex-Strange genetisch
identisch, so bleiben sie unverandert. Gibt es jedoch genetische Abweichungen zwischen
den beiden Chromatiden, z.B. durch Punktmutationen, so kommt es zu Fehlpaarungen, die
dann durch die MMR korrigiert werden. Ob im Einzelfall die Mutation oder das Wildtyp-Gen
Ubernommen wird, hangt nun davon ab, welchen Strang die MMR als Vorlage verwendet. So
kann es zum Austausch von genetischer Information zwischen zwei homologen Chromatiden
kommen, da kurzzeitig ein Strang des homologen Chromosoms als Vorlage bei der
Resynthese einzelner Abschnitte verwendet wird. Die MMR hat hier eine
Kontrollfunktion®”*%,

Hinsichtlich des Prozesses der homologen Rekombination kénnten DDX47 und NT5C3L eine
Rolle spielen.

Da die oben beschriebene Einzelstrangbildung durch eine 5’-Resektion stattfindet, kénnte

NT5C3L hieran beteiligt sein, da es sich hierbei um eine 5-Nukleotidase handelt. DDX47
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kdnnte wiederum in seiner Funktion als Helikase an der Entwindung der DNA beteiligt sein,
was fur die Heteroduplex-Bildung zwischen homologen Strangen notwendig ist.

Auch in diesem Zusammenhang wiirde sich eine konfokale Laser-Mikroskopie im Anschluss
an diese Arbeit anbieten. Hierdurch kénnte man versuchen, die Kolokalisation von hMLH1
und DDX47 bzw. NT5C3L, in meiotischen Zellen bei gleichzeitiger Farbung der DNA,
nachzuweisen.

Unter den, als hMLH1-Interaktionspartner detektierten Proteinen, sind in diesem
Zusammenhang auch Proteine des Zytoskeletts zu erwahnen. Zytoskelettale Proteine, wie

199,200

z.B. Aktin, sind flr die Ausbildung des Spindelapparates notwendig und daher

essentiell fur die Meiose.

5.2.2.4 hMLH1 im Zusammenhang mit Zellzyklus und Apoptose

Eine Kernfunktion von MMR Enzymen neben der Reparatur von DNA Fehlern ist die
Regulation von Zellzyklus und Wachstum. Uber die Aktivierung von entsprechenden Kinasen
kénnen hMLH1 und hMSH2 (hMSH2: CHK2, hMLH1: ATM) den S-Phase Kontrollpunkt des

Zellzyklus aktivieren. Dieser |6st bei der Detektion von DNA Lasionen im Anschluss an die S-

Phase einen Arrest wahrend der G,-Phase aus, der dazu dient, Schaden zu beheben 65,201,202

M = Mitose

G1 = Wachstumsphase 1
S =Synthesephase

G2 = Wachstumsphase 2

G2-Arrest XD
e GO GO = Ruhephase
Q7

I = Interphase

Bei DNA-Schdden kann der Zellzyklus
-Phase Kontrollpunkt

durch  Aktivierung des S-Phase-

Kontroll-punktes in der G,-Phase

angehalten werden

Abbildung 52: MMR und Zellzyklus Regulation

2182 \wurde u.a. dadurch

Ein Zusammenhang zwischen hMLH1 und der Apoptose
nachgewiesen, dass in Zellen, die in der Apoptose begriffen waren, die Expressionsrate von

hMLH1 erhéht war 2%, Weitere Untersuchungen zeigten, dass hMLH1 defiziente Zellen eine
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hohere Resistenz gegeniliber DNA-Schiaden aufweisen, die normalerweise zur Apoptose
fihren wirden. So ist die Apoptoserate in diesen Zellen unter Anwendung von UVB
Strahlung oder von alkylierenden Substanzen vermindert 2,

In MMR defizienten Zellen scheint eine erhohte MSI in bestimmten proapoptotischen
Zielgenen vorzuliegen, was zu einer gestorten Apoptose fiihren kann. Zu den fir MSI
anfalligen Genen gehort beispielsweise das BAX-Gen, welches eine Aktivatorrolle im

Kaskadensystem der Caspasen einnimmt 2%

Die Vernetzung der MMR mit dem
Tumorsuppressor P53, der auch als Wachter des Genoms bezeichnet wird, besteht in der
MutLa abhdngigen Phosphorylierung von P53 an den Serinresten 15 und 392. Im Falle einer
exzessiven DNA Schadigung wird bei MMR profizienten Zellen P53 aktiviert und leitet tGber
die Interaktion mit BAX-Proteinen und Mitochondrien die Apoptose ein. Diese Aktivierung

unterbleibt in MMR defizienten Zellen 2°°

. Obwohl auch P53 unabhingige Apoptose-
Stimulationsmechanismen beobachtet werden konnten, wurde bis jetzt keine direkte
Interaktion von hMLH1 mit Protagonisten des apoptotischen Systems in der Literatur
beschrieben 2.

Durch das in dieser Arbeit eingesetzte bakterielle Zweihybrid-System konnte eine Vielfalt
von Proteinen nachgewiesen werden, die den Zusammenhang zwischen hMLH1 und
Zellzyklus sowie Apoptose ndher eingrenzen konnten. Insgesamt machen diese Proteine
einen Anteil von 10% an der Gesamtzahl der identifizierten Interaktionspartner aus und sind

im Folgenden aufgelistet (siehe Tabelle 8):

Tabelle 8: Detektierte Interaktionspartner aus den Bereichen Wachstumsregulation /
Apoptose

Apoptose Wachstumsregulation

Atmungskettenproteine Annexin A6 (ANXA6)

Calpain 5 (CAPN5) Eukaryotic translation initiation/elongation factor 2A (EIF2A/EEF2)
Cathepsin B (CTSB) Lipid-Phosphat-Phosphatase 2 (LPP2)

DEAD box polypeptide 47 (DDX47) N-myc downstream regulated (NDRG1)

Desmin (DES) Protein tyrosine phosphatase IVA / receptor type H (PTP4A2/PTPRH)

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF-)like 1 (RAPGEFL1)
Ribosomale Proteine (RPS2,RPS5, RPS16)

Selenium binding protein 1 (SBP1)

Serine palmitoyltransferase, long chain base subunit (SPTLC2)

V-raf oncogene homolog (ARAF1)
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Unter den aufgefiihrten Proteinen sind SPTLC2, ARAF, RAPGEFL1, ANXA6, PTP4A, PTPRH,
NDRG1 und LPP2 direkt oder indirekt an intrazellularen Signalkaskaden beteiligt, die
Wachstum und Differenzierung beeinflussen.

Im Einzelnen wirkt SPTLC2 im Haushalt der Sphingo- und Phospholipide regulatorisch und
beeinflusst so indirekt deren Signalwege, die u.a. Funktion, Wachstum und Differenzierung
der Zelle steuern (siehe 4.3.5.10).

ARAF ist ein Vertreter der Raf/Ras GTPase Familie, die eine zentrale Enzymklasse zur
Regulation des Zellwachstums darstellt (siehe 4.3.5.12). RAPGEFL1 steuert die Hydrolyse von
GDP aus dem allosterischen Zentrum von inaktiven GTPasen und ermdoglicht so deren
Aktivierung mit GTP (siehe 4.3.5.8). Auch ANXA6, das zusammen im Komplex mit p120GAP
als Inhibitor der Raf/Ras GTPase Familie wirkt (siehe 4.3.5.3 ), beeinflusst das Wachstum
einer Zelle.

PTP4A und PTPRH sind Tyrosinphosphatasen und deaktivieren durch Dephosphorylierung
Enzyme der Tyrosinkinasenfamilie. Letztere sind an der Signaltransduktion von
extrazellularen Wachstumssignalen beteiligt.

NDRG1 wird, wie bereits beschrieben (siehe 4.3.5), eine zentrale regulatorische Funktion im
Bezug auf Zellzyklus und Differenzierung zugeschrieben. Die Expression von NDRG1 ist in sich
differenzierenden Zellen erhdht, wahrend in der Wachstumsphase befindliche Zellen eine
verminderte Expression aufweisen. Unter hypoxischen Bedingungen, in Tumorzellen und bei
DNA-Schaden ist ebenfalls die Expressionsrate von NDRG1 erhoht. Bei Hypoxie geschieht
dies unter anderem Uber hypoxia inducible factor 1 (HIFa), bei DNA-Schiden Gber P53 2.
hMLH1 wird im Gegensatz zu NDRG1 bei Hypoxie vermindert exprimiert, was aber ebenfalls

208
d

Uber HIFa vermittelt wir . Diese gemeinsame Regulation iber HIFa kdnnte bereits ein

Hinweis auf eine funktionelle Verknipfung von hMLH1 und NDRG1 sein. NDRG1 wird
zusatzlich durch c-Myc und n-Myc inhibiert, die ihrerseits zellzyklusregulierend wirken **
und fir die ebenfalls eine Interaktion mit hMLH1 nachgewiesen wurde 209,

Auch fiir LPP2 konnte eine Beteiligung am Zellzyklus gezeigt werden, da eine erhéhte LPP2
Expression nach einigen Zellzyklen zu einem G,-Arrest fiihrt 134

Neue Zusammenhdnge zwischen hMLH1 und der Apoptose scheinen die lysosomalen

Cysteinproteinasen CAPN5 und CTSB, die in ihrer Struktur und Funktion den Caspasen

verwandt und gleichfalls den Endstreckenenzymen der Apoptose zuzuordnen sind,
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109

darzustellen . In Versuchen mit Cathepsin B Inhibitoren, bei denen keine externe

Apoptose mehr ausgeldst werden konnte, wurde gezeigt, dass Cathepsine den Caspasen der

apoptotischen Enzymkaskade nachgeschaltet sind '*

. Eine Verifizierung der Zweihybrid-
Ergebnisse ware hierbei von groflem Interesse, da in der Literatur bisher keine direkte
Interaktion von hMLH1 und Apoptose-Endstreckenenzymen dokumentiert ist.

Auch die Interaktion mit Atmungskettenmolekilen kénnte eine Verknipfung von hMLH1
und Apoptose darstellen. Atmungskettenmolekiile sind maRgeblich an der Ausflihrung des
programmierten Zelltodes beteiligt. Vor allem die Freisetzung von Cytochrom C aus der
Mitochondrienmembran ist ein entscheidender Schritt in der Einleitung der Apoptose **°.
Interessanterweise wurde auch fiur die bereits beschriebene ATP abhangige RNA Helikase
DDX47 (siehe 5.2.2.3) eine mogliche Initiatorfunktion der Apoptose diskutiert, da mit DDX47
transformierte Zellen in vitro eine erhdhte Apoptoserate zeigten **°. Diese Tatsache macht
die potentielle Interaktion von hMLH1 mit diesem Protein noch spannender, da hier eine
direkte Verbindung zwischen Zellzyklus und Apoptose aufgezeigt werden kdnnte.
Zusammenfassend verdeutlichen die mittels Zweihybrid-System in dieser Arbeit neu
detektierten Interaktionspartner von hMLH1, wie eng MMR, Zellzyklus und Apoptose
miteinander verknlipft zu sein scheinen. Noch ist nicht bekannt, ob und welche
Auswirkungen die Interaktionen dieser Proteine mit hMLH1 auf den Zellzyklus haben. Es liegt
jedoch die Vermutung nahe, dass sie bei der beschriebenen Einleitung des G,-Arrests im
Zellzyklus (siehe 1.3.3) eine essentielle Rolle spielen und diesen Prozess bei der Reparatur

von DNA-Schaden regulieren.

5.2.3 Ribosomale Proteine

Die bereits angesprochenen Interaktionen mit Proteinen aus dem ribosomalen System
kdnnten eine weitere Verknipfung von hMLH1 mit dem Zellmetabolismus darstellen. Hierzu
gehoren z.B. RSP2, RSP5 und RSP16, die zur 40S Untereinheit gehoren, sowie die
Translationsfaktoren EEF2 und EIF2A. Letzterer ist einer der wichtigsten Initiatoren der
Translation (siehe 4.3.7.2), RPS16 ist dabei an der Bindung von EIF2A an den Ribosomen
beteiligt. Bei der Translationseinleitung wird die erste tRNA mit der Aminosdure Methionin
zur 40S Untereinheit des Ribosoms transportiert und bindet dort RPS16. Erst dann ist eine

Fusion von grofBer und kleiner Ribosomenuntereinheit moglich. Die Regulation dieses
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Schrittes erfolgt durch Anderung des Phosphorylierungsstatus von EIF2A %, hMLH1 kénnte
hierbei, beispielsweise liber die Steuerung der Aktivitat von EIF2A, an der Regulation des
Translationsapparates beteiligt sein. Da die Translation fiir die Zelle sehr energieaufwendig

211

ist 7, besteht eine enge Verknipfung zwischen Zellzyklus Regulation und ribosomaler

Aktivitat 2

. Eine direkte Phosphorylaseaktivitdit von hMLH1 ist in der Literatur nicht
beschrieben. Es konnte aber gezeigt werden, dass die Phosphorylierung anderer Proteine
wie z.B. der Zellzyklus Enzyme CHK1 und CHK2, von hMLH1 abhangig ist **>.

Dennoch bleibt die Frage zu kldren, ob tatsachlich physiologische Interaktionen von
ribosomalen Proteinen mit hMLH1 bestehen, da ribosomale Proteine, wie bereits
beschrieben, zu den chaperones zahlen und somit haufig Interaktionen mit unspezifische
Liganden eingehen (siehe 5.2.1). Im Zusammenhang mit den beschriebenen Einflliissen von
hMLH1 auf den Zellzyklus erscheint eine solche physiologische Interaktion jedoch plausibel.
Da neben EIF2A noch weitere Proteine detektiert wurden, die Bestandteile des Ribosoms
sind, stellt sich die Frage, welche genaue Funktion hMLH1 im ribosomalen Komplex
einnimmt. Auch in diesem Zusammenhang koénnte eine konfokale Laser-Mikroskopie

Aufschluss geben, da man so auch einen Komplex bei paralleler Markierung der einzelnen

Komponenten darstellen kénnte.

5.2.4 Zytoskelettale Proteine

Die durch das Bacteriomatch (lI) Two — Hybrid System neu detektierten Interaktionen mit
Proteinen des Zytoskeletts sind mit den bekannten Kernfunktionen von hMLH1 (siehe 5.2.2)
nicht direkt erklarbar.

Es ware jedoch denkbar, dass sie an der Fixation und Lokomotion von hMLH1 innerhalb der
Zelle verantwortlich sind. Die zugrundeliegenden Mechanismen wurden bisher jedoch nicht

geklart. Auch die Fragen, wie und warum hMLH1 vom Nukleus ins Zytoplasma wandert,

179,183

bleiben weiterhin offen . Wie bereits ausgefiihrt wurde, ist bisher nur bekannt, dass

hMLH1 eine NLS fir den Transport in den Kern besitzt, und sogar als Kofaktor fiir den

182

Transport von anderen Proteinen fungiert . Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass

MMR Proteine unter dem Einfluss von alkylierenden Substanzen verstarkt in den Zellkern

179

transportiert werden ~’~ (siehe 5.1.2). Der Export von hMLH1 ist bisher nicht untersucht.
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Der potentielle hMLH1-Interaktionspartner ACTG1 scheint im Hinblick auf die postulierte
Regulation der Lokalisation von besonderem Interesse. ACTG1 ist Bestandteil von
Aktinfilamenten, die ein die Zelle durchspannendes Netzwerk erzeugen **. Durch die
Interaktion von hMLH1 mit ACTG1 kénnte hMLH1 bei intrazellularer Bewegung an den
Aktinfilamenten ,entlangwandern” (siehe 4.3.9.1). Auch die Interaktionen von hMLH1 mit
den weiteren zytoskelettalen Proteinen (CUTA, DES, PARVA, SPTAN1 und SEC61A1) kbnnten
durch diese Uberlegungen erklart werden.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fir die Interaktion von hMLH1 mit zytoskelettalen
Proteinen konnte in der zusatzlichen Funktion von Proteinen des Zytoskeletts, auch an

21, Beispielsweise wurde fir

Wachstumsregulation und Apoptose beteiligt zu sein, liegen
ACTG1 und weitere Aktin-Proteine beschrieben, dass sie die Regulation der Genexpression
durch Interaktion mit verantwortlichen Enzymen, wie z.B. der RNA Polymerase, beeinflussen
(siehe 4.3.9.1). Auch DES, das an der Aktivierung der Caspase-Enzymkaskade beteiligt ist und
somit so an der Einleitung der Apoptose mitwirkt **®, kann in diesem Zusammenhang
genannt werden.

Die Interaktionen dieser Proteine mit hMLH1 kénnten im Zusammenhang mit der bereits

beschriebenen Verkniipfung von MMR und Zellzyklus Regulation/Apoptose stehen.

5.2.5 Mitochondriale Proteine

Mitochondriale Proteine stellen mit 35% die gréf3te Gruppe unter den, in dieser Arbeit durch
das bakterielle Zweihybrid-System detektierten, Interaktionspartnern dar. Hierunter
befinden sich einerseits Atmungskettenmolekiile, aber auch mitochondriale Proteine mit
unbekannter Funktion. Eine Reparaturfunktion von hMLH1 innerhalb von Mitochondrien
ware in diesem Zusammenhang vorstellbar.

Diese These wird von der Beobachtung gestiitzt, dass Mitochondrien eine MMR Funktion
besitzen 5.

Nahere Untersuchungen zeigten jedoch, dass die mitochondriale MMR unabhangig von den
im Zellkern essentiellen MMR Proteinen, hMSH2 und hMLH1, unabhangig ist. Beide Proteine
konnten nicht in humanen Mitochondrien nachgewiesen werden 217

Dementsprechend gibt es bislang wenige Anhaltspunkte, wie man die detektierten

Interaktionen mit mitochondrialen Proteinen erklaren konnte.
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Denkbar ware eine Interaktion von Atmungskettenmolekiilen und hMLH1 im Hinblick auf die
Beteiligung von hMLH1 an der Apoptose (siehe 5.2.2.4) innerhalb des Zytoplasmas und nicht
in den Mitochondrien selbst.

Auch die Interaktion mit dem mitochondrialen Transportprotein SLC25A23 lieRe sich
hierdurch erklaren. Dieser Transporter ist essentiell fir die mitochondriale Funktion, und
wird, wie die meisten mitochondrialen Proteine, im Zytoplasma gebildet 116, Prinzipiell ware
es denkbar, dass die MMR im Zuge der beschriebenen Zellzyklus Regulation (siehe 1.3.3), z.B.
unter zelluldarem Stress, Einfluss auf Mitochondrienproteine im Zytoplasma nimmt und so
den zelluldaren Energieumsatz reguliert. So kdnnte die Zelle, z.B. bei einem MMR-induzierten
Zellzyklus-Stop, Energie sparen.

Um zu klaren, ob die Interaktion von hMLH1 und SLC25A23 abhangig von zellularem Stress
ist, sollte eine Verifizierung der Zweihybrid-Daten deshalb, im Gegensatz zu den
Versuchsanordnungen von de Souza-Pinto et al., auch unter zellularem Stress stattfinden.
Nach dem Nachweis der Kolokalisation von hMLH1 und SLC25A23, z.B. mittels konfokaler
Laser-Mikroskopie, konnten Untersuchungen parallel mit hMLH1 profizienten und hMLH1
defizienten Zellen folgen, bei denen der Energiehaushalt, d.h. ATP Verbrauch der Zellen,

verglichen wird.

5.3 Ausblicke

Wie bereits ausgefiihrt (siehe 5.2.1) missen alle gewonnen Daten des bakteriellen
Zweihybrid-Screenings im Anschluss an diese Arbeit verifiziert werden. Hierfliir kommen in
erster Linie die Methodik der Koimmunoprazipitation (siehe 1.4.1.6) und die konfokale
Laser-Mikroskopie (siehe 1.4.1.5) in Betracht.

Die Koimmunoprazipitation erméglicht die Identifizierung gréRerer Proteinkomplexe, indem
nach einer Prazipitation mehrere Proteine sichtbar gemacht werden kdnnen. Durch die
konfokale Laser-Mikroskopie kann neben der eigentlichen Interaktion die subzelluldre
Lokalisation der Proteine dargestellt werden.

Um das Zusammenspiel von hMLH1 mit Proteinen, die an Zellzyklus bzw. Apoptose beteiligt
sind, ndher zu untersuchen bietet sich auBerdem eine FACS-Analyse an. Hiermit kénnen
anteilig apoptotische, nekrotische und proliferierende Zellen quantifiziert werden. Denkbar
ware es, die Expression einzelner, durch das Zweihybrid-Screening eingegrenzter Proteine

durch RNA-Interferenz zu unterdriicken und den Einfluss von Chemotherapeutika auf diese
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Zellen parallel zu unbehandelten Zellen zu untersuchen. Erkenntnisse auf dem Gebiet von
MMR und Zellzyklus bzw. Apoptose konnten wegweisend fiir die weitere Entwicklung von

Therapieansatzen fir Patienten mit Lynch-Syndrom sein.
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6 Zusammenfassung

Ein erblich bedingter Funktionsverlust der DNA Mismatch Reparatur (MMR) Proteine hMSH2
und hMLH1 fihrt zu genetischer Instabilitdit und frihzeitiger Ausbildung von
Krebserkrankungen, insbesonders des Kolons und des Endometriums. Diese Erkrankung wird
nach ihrem Erstbeschreiber als Lynch Syndrom oder im Falle eines kolorektalen Karzinoms
auch als erbliches nichtpolypdses kolorektales Karzinom (hereditary non polyposis colorectal
cancer, HNPCC) bezeichnet. Neben der DNA Reparatur sind MMR Proteine auch an weiteren
regulatorischen Prozessen wie genetischer Rekombination, Antikorperbildung sowie
Zellzyklus Regulation und Apoptose beteiligt. Aus onkologischer Sicht ist besonders der letzte
Punkt von Interesse, da man davon ausgeht, dass MMR Proteine bei exzessiven DNA-
Schaden den Zellzyklus anhalten und entweder die DNA reparieren oder die Apoptose
einleiten. Dies ist von klinischer Bedeutung, da viele Chemotherapeutika kiinstliche DNA-
Lasionen hervorrufen, die in MMR defizienten Zellen weder zu einem Zellzyklus Stop noch
zur Apoptose flihren, so dass die Wirksamkeit bestimmter Substanzen vermindert ist.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorgelegten Dissertation ein Screening zur
Identifikation von Interaktionspartnern von hMLH1 durchgefiihrt. hMLH1 ist hauptsachlich
im Zellkern lokalisiert, iber Interaktionspartner im Zytoplasma ist bisher wenig bekannt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues bakterielles Zweihybrid-System etabliert. In diesem
System besitzen die Wirtszellen keinen Zellkern, so dass die detektierten Interaktionen
unabhangig von der intrazelluldren Lokalisation stattfinden. Die Klone einer cDNA-
Datenbank wurden mit hMLH1 in Bakterienzellen koexprimiert und die Interaktionen durch
positives Zellwachstum auf Minimalnahrboden angezeigt. Die positiven Klone wurden
anschliefend sequenziert und die Sequenz mit Hilfe der BLAST-Funktion mit der PubMed
Online-Datenbank  abgeglichen.  Insgesamt  wurden 108 bisher unbekannte
Interaktionspartner von hMLH1 detektiert. Von diesen konnten zahlreiche Proteine den
bekannten Funktionen der MMR zugeordnet werden. Von besonderem Interesse sind einige
Interaktionspartner aus den Bereichen Zellzyklus Regulation (ANXA6, LPP2, NDRGI],
PTP4A2/RH, RAPGEFL1, SPTLC2 und ARAF1), Apoptose (CTSB, CAPN5, DDX47, DES und
Atmungskettenproteine) und ribosomale Proteine (EIF2A, EEF2, RPS2, RPS5 und RPS16).
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Weitere Untersuchungen miissen zeigen, welche dieser Interaktionspartner sich
moglicherweise als prognostische bzw. pradiktive Biomarker nutzen lassen. Weiterhin
konnten sich durch fundierte Kenntnis der Interaktion von MMR und Zellzyklus Regulation
bzw. Apoptose neue Ansatzpunkte bei der Entwicklung zukiinftiger therapeutischer

Substanzen ergeben.

Summary

Hereditary functional impairment of the DNA Mismatch Repair (MMR) proteins hMSH2 and
hMLH1 lead to genetic instability and early onset of various malignancies, especially of colon
and endometrium. This hereditary cancer syndrome has been firstly described by H.T. Lynch
and is thereby called “Lynch Syndrome” or in case of colon carcinoma “Hereditary
nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC)”. Additionally to DNA repair, MMR proteins have
been shown to be involved in other critical cellular processes such as genetic recombination,
antibody generation, cell-cycle regulation and apoptosis. Especially those last two functions
are of vital interest in the field of oncology, as MMR proteins are supposed to be key players
in the recognition of DNA lesions and the initiation of cell-cycle arrest and/or apoptosis in
case of excessive DNA damage. As many chemotherapeutic agents are causing artificial DNA
lesions, which cannot initiate cell-cycle arrest in MMR deficient cells, this is of vital clinical
importance.

As hMLH1 is mostly located in the cellular nucleus, lots of information has been gathered
about nuclear functions and interaction partners, though there is little known about
functions of hMLH1 in the cytoplasm. Therefore, this screening for undiscovered interaction
partners of hMLH1 has been performed by a new established bacterial two-hybrid-system.
Here, host cells are prokaryotes and potential interaction partners can thereby interact quite
independent of their original cellular compartment. The clones of a normal-colon tissue
databank were coexpressed with hMLH1 in bacterial host cells and their interaction has been
visualized by growth on minimal plates with different selection markers. Positive clones were
sequenced and the encoded proteins identified by the PubMed BLAST online tool.

108 clones have been identified as new interaction partners of hMLH1 and most of them

could be attributed two known functions of hMLH1.
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Here, proteins involved in cell-cycle control (ANXA6, LPP2, NDRG1, PTP4A2/RH, RAPGEFLI,
SPTLC2 and ARAF1), apoptosis (CTSB, CAPN5, DDX47, DES and mitochondrial proteins) and
ribosomal proteins (EIF2A, EEF2, RPS2, RPS5 und RPS16) are of special interest.

Further experiments must show, which of these newly identified interaction partners of
hMLH1 can possibly be used as future prognostical or predictive biomarkers.

Additionally, new insights into the interaction mechanisms of MMR and cell-cycle/apoptosis

could lead to new pharmacological approaches in the future.
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8 Anhang

8.1 Verwendete Materialien

8.1.1 Gerate und Zubehor

Typ
Sterilarbeitsbank
Brutschrank
Autoklav
Schittelinkubator
Thermomixer
Homogenisator
Heizplatte
Analysenwaage
Prazisionswaage
Spektralphotometer
Pipettierhilfe
Pipettierhilfe

Thermocycler

Sequenzierautomat

Schittelinkubator
Tischzentrifuge
Kihlzentrifuge
Kihlzentrifuge
Kahlzentrifuge
Tischzentrifuge
Zentrifugenréhrchen (50ml)
Kuhltruhe

Kuhlschrank

Kihltruhe

Elektrophoresekammer

Hersteller
Koéttermann
Heraeus
Technomara GmbH
Braun

Eppendorf, Hamburg
Heidolph

IKA

Sartorius

Sartorius

Hitachi, Tokio, Japan
Hirschmann

Gilson

Perkin Elmer

Applied Biosystems

Barloworld Scientific,

Labnet International Inc.

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen
DuPont

Eppendorf, Hamburg
Nalgene

Bosch

Liebherr

COLORA

Life Technologies
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Bezeichnung

Kelvitron T

Integra Biosciences

Certomat

5437

Vortex REAX 2000

IKAMAG-RCT

R 160P-D1

Basic MCBB100

U-2000

Pipetus Akku

Pipetman
P10/P20/P50/P100/P200/P1000
Applied Biosystems Gene Amp
2400/ 9700

ABI 310

Stuart Orbital Shaker Incubator
Mini Centrifuge E1200

Micro 22 R

Rotanta TRC

SorvallRC 28 S

5415c / 5402

Oak Ridge Centrifuge Tube

ESO0
Horizon 11.14, mit Plexiglas

Gelschlitten und Kdmmen



Elektrophorese Spannungsquelle

Mikrowelle
UV-Lampe
Foto-Apparatur

Computer

8.1.2 Computerprogramme

Name
BLAST
Word

Excel

Anhang

Consort E443 / E385
Sharp

Biometra, Gottingen FluoLink
Polaroid

DELL Optiplex GX60
Hersteller/Quelle Version

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Microsoft Office 2003
Microsoft Office 2003

8.1.3 Feste und fliissige Chemikalien

Substanz

Glucose

Magnesiumsulfat

Thiamin Hydrochlorid (Vitamin B1)
Zinksulfat

Calciumchlorid

Kaliumazetat

Azetylsdure

HCI

TBE Puffer 10x

His-Dropout Supplement
R-Mercaptoethanol

Agarose (Elektrophorese)

M9 Minimal Salt 5x / 10x
Hanahans's Broth

Adenin Hydrochlorid

3-Amino 1,2,4-Triazol
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Isopropyl-B-D-galaktopyranosid (IPTG)

Bacto Agar

Hersteller
Roth
AppliChem
Fluka

Merck

Sigma
AppliChem
J.T.Baker
AppliChem
Invitrogen

BD Biosciences
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

AGS, Heidelberg
BD
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Destilliertes Wasser
Ethanol (absolut)
Methanol

2-Propanol

Glycerin
Magnesiumchlorid 25mM
Ethidiumbromid
Isopropanol
Dimethylformamid
Natriumchlorid

Reinstwasser

8.1.4 Antibiotika

Substanz
Ampicillin
Kanamycin
Streptomycin
Chloramphenicol

Tetracyclin

8.1.5 Ndhrmedien

Medium

LB-Medium:

LB-Agar:

SOC-Medium:

8.1.6 Kit Systeme

Bezeichnung
Jetstar Maxi-Plasmid-Kit
Qiagen DyeEx 2.0 Spin Kit (250)

Braun

Riedel de Haen
Riedel de Haen
Riedel de Haen
Roth

Perkin Elmer
Merck

Merck

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Millipore

Hersteller
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Fluka

Hersteller

Gibco BRL

Gibco BRL

Invitrogen

Hersteller
Genomed

Qiagen
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Zusammensetzung

Fertigpulver 25g (10g Pepton aus Fleisch, 5g
Hefe-extrakt, 10g NaCl) H,O ad 1|

Fertigpulver 37g (10g Pepton aus Fleisch, 5g
Hefe-extrakt, 10g NaCl, 12g Agar) H,0 ad 1l

Fertigmedium (20g Pepton aus Fleisch, 5g
Hefe-extrakt, 0,5g NaCl, 0,186g KCl, 2,4g
MgSO, -7H,0, 20mM End-konzentration
Glukose) H,0 ad 11



ABI Prism BigDye Terminator Cycle v.3.1
Sequencing Ready Reaction Kit

Peqg Gold Plasmid Miniprep Kit

8.1.7 Sonstige Labormaterialien

Parafilm M

Wachstumsplatten

Luftdurchlassige Deckel

Erlenmeyerkolben
Messzylinder
Zellkulturflaschen
Pipettierhilfe
Dispenser

Pipette

Filter zur Sterilfiltration

Sterilfilter Pipettenspitzen

Latex Handschuhe
Kivette, Kunstoff

Klvette, Quartz

Applied Biosystems

Peq Lab

Brand
Greiner
Eppendorf
DURAN
DURAN
Falcon / Greiner
Eppendorf
Eppendorf
Costar
Minipore
Starlab
Mai Med
Sarstedt

Hellma

ABI Roéhrchen fiir Sequenzierautomat, mit Applied Biosystems

Gummistopfen

PCR-Reaktionsgefass, 0,5 ml

ReaktionsgefaRe

ReaktionsgefaRe 1,5ml, 2,0ml

Perkin Elmer

Falcon / Greiner

Eppendorf, Hamburg
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Durchmesser 100mm

1,5ml / 2ml Réhrchen

250ml
500 ml
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CellStar 25cm2/ 75cm2/ 175cm’

"Reference" 100yl
Multipette

Stripette 5ml/ 10ml/ 25ml

Millex

Tip One 10ul/ 201/ 2001/ 1000yl

Ref.67.741
115-QS 100mm

Applied Biosystems

Micro Amp

Reaction Tube with Cap

14ml / 50ml
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8.3 Abkiirzungen

AhisB Zellen

3-AT

40S
Untereinheit

aadA-Gen
ACCN

ACER3
ACTG1
ADP
AID
amp’
ANXA6

APRT
ARAF

ASS1
ATM
ATP
BER
BLAST
CALB
CAPNS
cDNA

CHK2
CLica

CoA
CRP

CTSB
CUTA
ddNTP
DDX47

DES
DMSO
DNA

DSB
DSBR
E.R.
EEF2
EIF2A
ERKs
EXO1

Zellen, denen hisB-Gen fur
Histidinverwertung fehlt

3-Amino 1,2,4-Triazol

Ribosomen-Untereinheit
(S=Sedimentationskoeffizient)

Resistenzgen fur Streptomycin

associated sequence accession number
(siehe pubMed-Homepage)
alkaline ceramidase 3

Aktin, Gamma 1 Typ
Adenosindiphosphat

activation-induced cytidine deaminase

Resistenzgen fir Ampicillin
Annexin A6

Adenine phosphoribosyltransferase

V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene
homolog
Argininosuccinate synthetase 1

Ataxia Telangiectasia Mutated
Adenosintriphosphat

base excision repair

Calcium/lipid-binding domain
Calpain 5

Komplementare DNA, entsteht durch
reverse Transkription von mRNA
Checkpoint Kinase 2

Chloride intracellular channel 1

Coenzym A
cAMP-Rezeptor-Protein

Cathepsin B

CutA divalent cation tolerance homolog
23‘-Didesoxy-Nukleotid-5‘-Triphosphat
DEAD box polypeptide 47

Desmin
Dimethylsulfoxid

Desoxy-Ribonukleinsdure
Doppelstrangbruch

DSB-Reparatur

Endoplasmatisches Retikulum

Eukaryotic translation elongation factor 2
Eukaryotic translation initiation factor 2A
extracellular regulated kinases

Exonuklease |
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etal
F-Aktin
F-Aktin
FAP

Fc

FSB
G,-Phase
G-Aktin
GAL11P

GAL4
GCN2

GFAP
GHKL-ATPase
GPI

G-Protein
h (Prafix)
HIS3

HLA
HMGB1

HMSNL

HNPCC
HRI

IDLs
IGKC
IL20RA
ILK
IPTG
lacUV5

lacZ-Gen
LEU2

JAK
LGF2

LPP2

MCS
MLH
MMR
MSH

MSI

Anhang

et altera (und Andere)
Filamentoses Aktin

filamentdse Aktin

familiare adenomatése Polyposis
Bestandteil von ANtikérpern
frozen storage buffer
Wachstumsphase im Zellzyklus
Globuladres Aktin

Hefegen, dient als Kontrolle beim
Zweihybrid-System (Partner: LGF2)
Hefepilz-Gen zur Galaktoseverwertung

Nitrogenmetabolismus kontrollierende
Kinase, generell
Gliafibrillares sauresProtein

Gyrase/Hsp90/Histidin-Kinase/MutL —
ATPase
Glykosylphosphatidylinositol

Guaninnukleotid-bindendes Protein
Human
Gen, das Wachstum in histidinfreier

Umgebung ermoglicht
Humanes Leukozyten Antigen

non-histone chromatin component high-
mobility group box 1

hereditary motor and sensory neuropathy-
Lom

Hereditary non Polyposis Colorectal Cancer

Hamregulierte-Inhibitor-Kinase

insertion/deletion loops
Immunoglobulin kappa constant
Interleukin 20 Rezeptor

Integrin-linked-Kinase
Isopropyl-p-D-galaktopyranosid
Unterform des lac-Promotors

Gen des Enzyms R-Galaktosidase

Gen, das Wachstum in Leucinfreier
Umgebung ermoglicht
Januskinase

Hefegen, dient als Kontrolle beim
Zweihybrid-System (Partner: GAL11P)
Lipid-Phosphat-Phosphatase 2

multiple Cloning Site
MutL-homologes Protein
DNA mismatch repair

MutS-homologes Protein

Mikrosatelliteninstabilitat



MSS

MutH

MutL

MutS

Myc (C-/N-)
NADPH

NDRG1
NDUFS8

NER
NLS
NONO

NT5C3L
oD

0.g.
OR/OL
p120GAP
PAQ"""
P53
PARVA
pBT
PCNA
PCR
PEDF
PERK
PKR
PMS
PPAR
PRM
PTMs

PTP
PTP4A2

pTRG
RAPGEFL1

Ras-GTPase

RFC
RNA

RNAP(a,B,B’,
o)
RPA

Rpm
RPS16

Mikrosatellitenstabilitat

Bakterielle MMR-Enzym-Mutante H
Bakterielle MMR-Enzym-Mutante L
Bakterielle MMR-Enzym-Mutante S
Myelocytomatosis protein
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-phosphat

N-myc downstream regulated 1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S
protein 8
nucleotid excision repair

nuclear localization sequence

Non-POU domain containing, octamer-
binding
5'-nucleotidase, cytosolic Ill-like

Optische Dichte

oben genannten

linke / rechte Operatorregion von Acl
Protein der Ras/Raf Kaskade
Untereinheit der NADPH-Oxidase
Hitzeschockprotein P53

Parvin, alpha

bait-Plasmid

proliferating cell nuclear antigen
Polymerase-Kettenreaktion

Pigment epithelium derived factor

PKR assoziierte endoplasmatische Kinase
RNA aktivierte Proteinkinase
Post-Meiotisches Segregationsprotein
Peroxisom-Proliferator-Aktivierter-Rezeptor
promotor for repressor maintenance)

posttranslationale Modifikationen

Protein-Tyrosin-Phosphatase

Protein tyrosine phosphatase type IVA,
member 2
target-Plasmid

RAP guanine nucleotide exchange factor
(GEF)-like 1

rat sarcoma GTPase (Onkoprotein)
replication factor C

Ribonukleinsdure

RNA Polymerase (Untereinheiten a, B, B’,0)

single stranded binding factor replication
protein A
Umdrehungen pro Minute

Ribosomales Protein S16
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RPS2
RPS5

S1pP
SEC61A1
SELENBP1
Ser

SHM
SLC25A23

SNF
SPT1/SPT2

SPTAN1
SPTLC2

SQSTM1/p62
s.0.

SRP
STAT

TAGLN/SM22

TAP
TEV
TLS
tRNA

UasG-
Promotor
u.a.
UBAC1
VEGF

XL-1 Blue
MRF’
aCTD

oNTD
Acl
ACTD
z.B.

Anhang

Ribosomales Protein S2
Ribosomales Protein S5
Sphingosin 1 Phosphat
Sec61 alpha 1 subunit
Selenium binding protein 1
Aminosaure Serin
somatische Hypermutation

solute carrier family 25 (mitochondrial
carrier; phosphate carrier), member 23
Sucrose non fermeting (Hefeprotein)

SPTLC2 Untereinheiten

Spectrin, alpha, non-erythrocytic 1

Serine palmitoyltransferase, long chain base
subunit 2

Sequestosome 1

siehe oben

signal-recognition-particle

Signal Transducers and Activators of
Transcription

Transgelin

Tandem Affinitats Purifikation

tobacco etch virus

translesion DNA synthesis polymerases
Transfer RNA

upstream activating sequences for galactose
Promotor

unter anderem
UBA domain containing 1

vascular endothelial growth factor

Spezieller Stamm von E.coli-Bakterien

C-terminale Domane von RNAPa
N-terminale Dom&ne von RNAPa
Repressorprotein des Phagen A
C-terminale Domane eines Acl

zum Beispiel
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