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1 EINLEITUNG

1.1 DAS LYNCH-SYNDROM

Kolonkarzinome z&hlen zu den haufigsten malignen (bosartigen) Erkrankungen. Sie sind
jedes Jahr fur 70.000 Neuerkrankungen und 30.000 Todesfalle in Deutschland
verantwortlich (Schmiegel et al. 2008). Ein Teil der Erkrankungen beruht auf erblichen
Formen des Darmkrebses. Das Lynch-Syndrom ist die haufigste Form des erblichen
Darmkrebses und fur 2-5 % der Kolonkarzinome verantwortlich (Lynch et al. 2009). Da die
Erkrankung autosomal dominant vererbt wird, tritt sie innerhalb einer Familie geh&auft auf.
Eine erbliche Pradisposition fur Krebserkrankungen wurde erstmals 1913 von Aldred
Scott Warthin systematisch nachgewiesen (Warthin 1913). Die Bezeichnung Cancer
Family Syndrome (CFS) wurde etabliert. Spater wurde die Erkrankung ,erbliches nicht-
polyptses kolorektales Karzinom* (Hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC)
genannt, um es von der FAP (Familiare adenomattse Polyposis) abzugrenzen, einer
ebenfalls erblichen Erkrankung, bei der es zur massenhaften Bildung von Polypen im
Kolon kommt. Mittlerweile wird der Ausdruck Lynch-Syndrom bevorzugt, da die
Erkrankung neben dem Kolon auch noch andere Organe trifft, insbesondere das
Endometrium. Die Bezeichnung Lynch-Syndrom geht auf Henry T. Lynch zurick, einen
amerikanischen Internisten, der in den 1960er Jahren die erbliche Prédisposition fir
Krebs untersuchte (Lynch et al. 1966).

Die wichtigsten klinischen Merkmale des Lynch-Syndroms:
— erbliche Préadisposition fur Krebs
— Neben Kolonkarzinomen erhdhte Inzidenz von Malignomen in anderen Organen:
Endometrium, Ovar, Magen, Dunndarm, Leber und Gallengénge, Urothel, Gehirn
— fruheres Durchschnittserkrankungsalter bei Kolonkarzinomen als bei sporadischen
Kolonkarzinomen
— proximale (rechtsseitige) Lokalisation von Kolonkarzinomen
- beschleunigte Adenom-Karzinom-Sequenz
— bessere Prognose bei Kolonkarzinomen als bei sporadischem Kolonkarzinom
— erhohtes Risiko fur synchrone und metachrone Karzinome
— Kaolonkarzinome haufig gering differenziert
(Lynch and de la Chapelle 2003; Jasperson et al. 2010; Lynch et al. 2009; Aarnio et al.
1999)




Das Lynch-Syndrom beruht auf einer heterozygot vorliegenden Keimbahnmutation in
einem der Mismatch-Reparaturgene, die dazu fuhren, dass das Mismatch-
Reparatursystem ausféllt. Die postreplikative DNA-Mismatch-Reparatur behebt Fehler, die
der Polymerase wahrend der Replikation unterlaufen, dazu gehéren Basenfehlpaarungen
(Mismatches) und Insertionen und Deletionen von wenigen Basen. Der Ausfall des
Reparatursystems fihrt zur Anhdufung von Fehlern in der DNA, und so zur
Tumorentstehung.

Fur die Hauptproteinkomplexe in der Mismatch-Reparatur kodierenden in E.coli die mutS-
und mutL-Gene. Das DNA-Reparatursystem war in E.coli beschrieben und bereits in vitro
rekonstruiert worden (Modrich 1989, 1991; Lahue et al. 1989; Cooper et al. 1993; Su and
Modrich 1986; Welsh et al. 1987), als es im Menschen entdeckt und mit dem Lynch-
Syndrom im Zusammenhang gebracht wurde.

Beim Menschen wurden verschiedene mutS- und mutL-Homologe identifiziert. Lynch-
Syndrom-Mutationen sind jedoch nur in MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 bekannt. Die
Diagnose kann ausschlie3lich durch den Nachweis einer inaktivierenden Mutation in
einem der vier Mismatch-Reparaturgene erfolgen. Den Hinweis auf eine Lynch-Syndrom-
Erkrankung konnen die Amsterdam-Kriterien geben. Sie wurden 1990, noch bevor die
molekulare Ursache bekannt war, zur Erkennung von Lynch-Syndrom-Familien zu
Forschungszwecken entwickelt (Vasen et al. 1991). Bei den Amsterdam Il-Kriterien von
1999 (Vasen et al. 1999) handelt es sich um eine Ausweitung der Kriterien von 1990 auf
Tumore auflerhalb des Kolons. Die Amsterdam-Kriterien weisen eine Sensitivitdt von
78 % und eine Spezifitdt von 61 % auf (Syngal et al. 2000).

Die Amsterdam-Kriterien:
- mindestens drei Verwandte sind am kolorektalen Karzinom erkrankt
— einer der betroffenen Patienten steht zu den anderen beiden in erstgradiger
Verwandtschaftsbeziehung
- mindestens zwei Generationen sind betroffen
— bei mindestens einem Erkrankten wurde die Diagnose vor dem 50. Lebensjahr
gestellt
- FAP (familiare adenomatdse Polyposis) wurde ausgeschlossen
— der Tumor wurde histologisch verifiziert
(Vasen et al. 1991)




1.2 MIKROSATELLITENINSTABILITAT

Die Instabilitat repetitiver DNA-Sequenzen ist charakteristisch fur Lynch-Tumore. 90 %
der Lynch-assoziierten Kolonkarzinome weisen Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) auf
(Jasperson et al. 2010). Mikrosatelliteninstabilitat bezeichnet die Verklrzung oder
Verlangerung der Mikrosatelliten, repetitiver DNA-Sequenzen, aufgrund von Insertions-
Deletions-Schleifen (I-D-Schleifen: insertion-deletions-loops IDLs). In Insertions-Deletions-
Schleifen ist der neusynthetisierte DNA-Strang langer oder kirzer als der Leitstrang,
dadurch kommt es an diesen Stellen zur Schleifenbildung der DNA. Im Bereich repetitiver
Sequenzen verfugt die Polymerase Uber die Neigung zum Verrutschen (slippage) (Jiricny
2006), da sich nur hier der neusynthetisierte Strang in einer falschen Position wieder an
das Strangende anlagern kann. Je nachdem, ob der Folgestrang sich vor oder hinter der
eigentlichen Position an den Leitstrang anlagert, wird der Folgestrang langer oder kiirzer
als der Leitstrang (Abbildung 1).

Normalerweise werden Replikationsfehler (kleine I-D-Schleifen und Basenfehlpaarungen)
vom Mismatch-Reparatur-System korrigiert. Wenn dieses System jedoch ausgefallen ist,
werden die Fehler konserviert und es kommt so zu Langenanderungen der
Mikrosatelliten. Da die Mikrosatelliteninstabilitit das auffalligste Anzeichen fur ein
ausgefallenes  Mismatch-Reparatur-System  ist;, werden im Rahmen von
Voruntersuchungen beim Verdacht auf das Lynch-Syndrom funf international festgelegte
Mikrosatelliten-Loci getestet (Boland et al. 1998). Wenn sich in zwei Fallen oder mehr die
Lange des Mikrosatelliten im Tumor von dem im Normalgewebe unterscheidet, wird das
Karzinom als MSI-positiv eingeordnet.

Zwar zeigen fast alle Lynch-Tumoren MSI, jedoch ist das Lynch-Syndrom bei weitem nicht
der einzige Grund fur das Entstehen einer MSI. Etwa 15 % aller Tumoren zeigen MSI
(Bellizzi and Frankel 2009). Die MSI in den sporadischen Tumoren entsteht durch einen
somatischen Ausfall des Reparatursystems, der haufig auf der Hypermethylierung des
MLH1-Promotors beruht (Kane et al. 1997). Somatische Mutationen des BRAF-Gens
weisen auf die Hypermethylierung des MLH1-Promotors hin. Eine besonders haufige
Mutation in BRAF ist die Mutation, die in einem Aminosaurewechsel an der Position 600
resultiert (Loughrey et al. 2007). Deshalb werden Patienten heute auf diese Mutation
untersucht. Der Nachweis dieser Mutation gilt als Ausschlusskriterium fir das Lynch-

Syndrom.
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Abbildung 1: Mikrosatelliteninstabilitaét (MSI). In Sequenzen mit kurzen Wiederholungen (bis zu
sechs Nukleotide), die auch Mikrosatelliten genannt werden, neigt die Polymerase zum
Verrutschen. In A ist der Vorgang am Beispiel einer Wiederholung von 10 x GT gezeigt. Wahrend
des temporéaren Auseinanderfallens der Replikationsmaschinerie kommt es zur Ausformung kleiner
Schleifen. Da das Ende des neusynthetisierten Strangs fehlerfrei hybridisieren kann, wird die
Replikation nach dem Wiederzusammensetzen des Replikationsapparates fortgesetzt. Wenn die
DNA-Schleife nicht durch die Mismatch-Reparatur (MMR) Kkorrigiert wird, wird die Verlangerung der
Sequenz in der nachsten Replikation konserviert. B Diagnose von MSI im Tumor. Wéahrend das
untersuchte Fragment (hier BAT25) im Normalgewebe eine Lange von 118 bp aufweist, wurden im
Tumor zwei unterschiedliche Fragmentlangen detektiert. Neben einem normallangen Allel wurde
ein um 10 bp verkirztes Allel detektiert. Ubernommen aus Plotz et al. (2006b).

1.3 TUMORENTSTEHUNG IM LYNCH-SYNDROM

Das Lynch-Syndrom wird durch eine heterozygot vorliegende Keimbahn-Mutation in
einem der vier Mismatch-Reparatur-Gene MLH1, MSH2, PMS2 oder MSH6 ausgeldst
(Umar et al. 2004; Vasen et al. 1999; Rodriguez-Bigas et al. 1997). Wenn es zum
somatischen Ausfall des zweiten, ,gesunden“ Allels im Zielorgan kommt, fallt die
Mismatch-Reparatur aus, Mutationen héaufen sich an und ermdglichen die
Tumorentstehung.

Tumorsuppressorgene sind Gene, die fir Proteine kodieren, die eine Rolle in der
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitat, der Apoptose oder des Zellzyklus spielen
4




und so verhindern, dass ein Tumor entsteht. Normalerweise ist es fir das Ausschalten
von Tumorsuppressorgenen notig, beide Allele durch Veranderung oder Deletion zu
inaktivieren  (Zwei-Treffer-Hypothese, (Knudson 1985)). Menschen, die eine
Keimbahnmutation in einem Turmorsuppressorgen tragen, haben ein deutlich erhéhtes
Risiko, an Krebs zu erkranken, da der ,erste Treffer” bereits erfolgt ist. Durch die Mutation
ist ein Allel bereits inaktiviert und es muss nur noch das zweite Allel inaktiviert werden, um
die Funktion des Gens auszuschalten. Neben dem Lynch-Syndrom sind das Li-Fraumeni-
Syndrom (Ausfall von p53) oder die Brustkrebspradisposition durch den Ausfall von
BRCAL1 und BRCA2 Beispiele fur solche erblichen Pradispositionen.

Zur MSI kommt es sowohl in nicht kodierenden, als auch in kodierenden Bereichen (cMS-
coding microsatellites). Das bekannteste Beispiel fir MSI in einem kodierenden Bereich
ist TGFBR2. Das TGFB-Rezeptor 2-Gen verfugt Uber ein Ajg-Repeat, der in Gber 90 %
der MSI- Kolonkarzinome mutiert ist (Markowitz et al. 1995). Die Mutation zu einem
Aqs-Repeat fuhrt zu einer Leserahmenverschiebung und einem vorzeitigen Stopp-Codon.
Das resultierende Protein ist nicht funktionsfahig, und so kommt es zu einem Abbruch des
TGFBR2-vermitteltem Signalwegs (Akiyama et al. 1997). Inzwischen wurden viele weitere
Gene gefunden, die haufig in mikrosatteliteninstabilen Tumoren mutiert sind, wie BAX,
BLM, Caspase-5, BCL-10, CHK1, APC, MSH3 und MSH6 (Duval and Hamelin 2002).
Diese Gene spielen eine tumorunterdriickende Rolle aufgrund von proapoptotischen
Funktionen, Funktionen in der Zellzyklusregulation oder der Antwort auf DNA-Schaden
der resultierenden Genprodukte. Die Instabilitdt codierender Mikrosatelliten wurde daher
als Schlusselmechanismus der Tumorentstehung identifiziert (Mori et al. 2001; Kloor et al.
2010).

Neben dem autosomal-dominanten Lynch-Syndrom treten auch biallelische Mutationen
der Mismatch-Reparatur-Gene auf. Auf3er homozygoten Mutationen wurden auch Falle
beschrieben, wo die Allele unterschiedliche pathogene Mutationen tragen. Diese
Genotypen verursachen CMMR-D (constitutional MMR-Deficiency). Patienten weisen
neben den Lynch-Syndrom-Tumoren aufRerdem héufig Hirntumore und hamatologische
Erkrankungen auf (Wimmer and Kratz 2010).

Abgesehen von der Reparatur von DNA-Fehlern nach der Replikation sind die Mismatch-
Reparatur-Proteine an der Erkennung oder Reparatur verschiedenster anderer DNA-
Schaden beteiligt und interagieren mit Proteinen, die in der Auslésung von
Zellzyklusarrest oder Apoptose eine Rolle spielen. Mit dem Ausfall des MMR-Systems
fallen auch einige Apoptosewege aus, dies hat nicht nur Einfluss auf die
Tumorentstehung, sondern auch auf die Behandlung von Lynch-Syndrom-Patienten. Viele
Chemotherapeutika wirken durch das Auslésen von Apoptose. Der Verlust der Mismatch-

Reparatur fuhrt haufig zu Resistenzen gegen diese Medikamente. Zellen, die MMR-




defizient sind, sind resistent gegeniiber methylierenden Substanzen, Cisplatin und UV-
Strahlung (Fink et al. 1998).

14 MISMATCH-REPARATUR

Im menschlichen Koérper erfolgen etwa 10 Millionen Zellteilungen pro Sekunde (Marnett
and Plastaras 2001) und jedes Mal wird das tber 3 Milliarden bp lange Genom dupliziert.
Die Fehlerrate liegt bei lediglich einem Fehler pro zehn Milliarden replizierter Basen (Umar
and Kunkel 1996). Um diese geringe Fehlerrate zu erreichen, wird der
Replikationsprozess Uberwacht und Fehler werden gegebenenfalls korrigiert. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die Polymerase eine falsche Base einbaut, liegt bei 1:100000.
Dadurch, dass die humanen Polymerasen & und ¢, die fur die Elongation wahrend der
Replikation zustandig sind, Uber eine Korrekturlesefunktion (proof-reading) und eine
3'—5’-Exonuklease verfiigen, wird die Fehlerquote um das 10- bis 1000-fache reduziert.
Die postreplikative Reparatur bewirkt eine weitere Verringerung der Fehlerquote um das
bis zu 1000-fache (Umar and Kunkel 1996).

Fehlerquote

41 10 9 8 -7 -6 -5 -4 3 2 -1 0
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

| ¢

Basenauswahl

v

[ Ja——
Korrekturlesefunktion

CCCle——»
Mismatch Reparatur

Abbildung 2: Reduzierung der Fehlerquote in der Replikation. Die Polymerase weist eine
Fehlerrate von 1:10° auf. Durch die intrinsische Korrekturlesefunktion der Polymerasen Pol3 und
Pole und die postreplikative Mismatch-Reparatur kann die Replikationstreue erheblich verbessert
werden und es kommt nur noch zu einem Fehler auf 10'° eingebaute Basen. Ubernommen aus:
(Umar and Kunkel 1996).

Die Mismatch-Reparatur behebt postreplikativ Fehler der Polymerase, wie
Basenfehlpaarungen oder kleine I-D-Schleifen. Der Reparaturverlauf gliedert sich in die
Erkennung des Fehlers, die Hydrolyse des fehlerhaften Strangs, die Neusynthese des

entfernten Stranges und schliel3lich die Ligation. Die Hauptkomplexe der Mismatch-

6




Reparatur sind MutS und MutL. Wéhrend MutS die Fehler in der DNA erkannt, koordiniert
MutL die Dbeteiligten Proteine. Der Ablauf ist im Detail in den folgenden Kapiteln

beschrieben, eine detaillierte Darstellung ist in Abbildung 4 gezeigt.

1.4.1 DETEKTION VON FEHLPAARUNGEN

Die Erkennung von DNA-Fehlpaarungen, die von der Polymerase verursacht wurden,
erfolgt durch ein MutS-Protein. Im humanen System erkennen verschiedene MutS-
Heterodimere verschiedene Fehler mit unterschiedlicher Affinitat: MutSa, bestehend aus
MSH2 und MSHS6, verfugt Uber eine hohere Affinitdt zu Fehlpaarungen, wéahrend MutSp,
bestehend aus MSH2 und MSHS3, I-D-Schleifen bis zu 8 bp Lange besser erkennt
(Genschel et al. 1998; Dufner et al. 2000).

Im Prinzip kénnen alle auftretenden Fehlpaarungen erkannt werden, jedoch mit
unterschiedlicher Effizienz. MutS bindet am besten einen an G-T-Mismatch, an eine C-C-
Fehlpaarung jedoch am schlechtesten (Kramer et al. 1984; Modrich and Lahue 1996).

In der ADP-gebundenen Form kann MutSa einen stabilen Komplex mit der DNA-
Fehlpaarung bilden, MutSa bildet eine Klammer um die DNA und die DNA wird um etwa
60°knickt (Lamers et al. 2000; Obmolova et al. 200 0). Durch die Bindung an die DNA mit
dem Mismatch kommt es zu einer Konformationséanderung (Gradia et al. 1997), und durch
den Austausch von ADP gegen ATP kann MutSa an der DNA entlang gleiten (laccarino et
al. 2000). Dabei ist nicht klar, ob MutSa als sliding-clamp die DNA entlang diffundiert, oder
ob eine Translokation durch mehrere Zyklen der ATP-Hydrolyse erfolgt (Jiricny 2006).

ATP ADP G /

Abbildung 3: Detektion des DNA-Fehlers durch MutS (Modell der ,betenden Hande") A Wenn MutS
nicht an DNA gebunden ist, die die Struktur offen und nur an den ATPase-Domaéanen dimerisiert. B
Das ADP gebundene MutS bildet einen stabilen Komplex mit dem Mismatch und umschlief3t
diesen wie ,betende Hande“, es kommt zur spezifischen Interaktion zwischen MutS und dem
Mismatch. C Durch den Austausch von ADP gegen ATP andert MutS seine Konformation und kann

nun auf der DNA entlang gleiten. Ubernommen aus Jiricny et al. (2006).




1.4.2 INITIERUNG DER MISMATCH-REPARATUR UND STRANGUNTERSCHEIDUNG

Nach der Bindung der Fehlpaarung interagiert MutS zunachst mit MutL. Wahrend
Bakterien Uber ein Homodimer verflgen, ist in Eukaryoten ein Heterodimer aktiv. Im
humanen System wird MutLa aus MLH1 und PMS2 gebildet. Mit der Bindung von MutL
beginnt die Rekrutierung verschiedener Interaktionspartner, die fir die Reparatur benétigt
werden. Genau wie MutL ist beim Menschen vermutlich PCNA (poliferating cell nuclear
antigen) an der Initiierung der Reparatur beteiligt. Das Homotrimer wird von RFC
(replication factor C) auf die DNA geladen und bildet einen Ring. Sowohl MSH3 als auch
MSH®6, die jeweils mit MSH2 die verschiedenen humanen MutS-Komplexe bilden, haben
PCNA-Bindestellen, und fiir beide konnte die Interaktion mit PCNA gezeigt werden (Umar
et al. 1996; Flores-Rozas et al. 2000; Kleczkowska et al. 2001).

Fir die Reparatur von Fehlpaarungen im Sinne der Vermeidung von Mutationen ist es
essentiell, dass der ,falsche®, neusynthetisierte Strang korrigiert wird. In E.coli ist der
Mechanismus der Strangunterscheidung bekannt, hier dienen noch nicht methylierte
GATC-Sequenzen im neusynthetisierten Strang als Unterscheidungsmerkmal. Die
Endonuklease MutH bindet so an die hemimethylierten Sequenzen, dass der
nichtmethylierte Strang geschnitten wird (Welsh et al. 1987).

Fur Extrakte humaner Zellen dient in vitro ein Einzelstrangbruch im zu reparierenden
Strang als Unterscheidungssignal, wobei dieser sowohl 3 als auch 5' von der
Fehlpaarung liegen kann und hunderte von Basenpaaren entfernt sein kann (Fang and
Modrich 1993). In vivo dienen beim Menschen vermutlich freie DNA-Enden, wie sie durch
Okazaki-Fragmente (Folgestrang) und das Replikationsende (Leitstrang und Folgestrang)

vorhanden sind, der Strangunterscheidung (Kunz et al. 2009).

1.4.3 REPARATUR VON FEHLPAARUNGEN

Wie die Uberbriickung der Distanz zwischen der Fehlpaarung und dem
Einzelstrangbruch, der als Unterscheidungssignal dient, funktioniert, ist unklar. Im
Wesentlichen gibt es drei Modelle fiir die Ubermittlung des Signals zwischen Fehlpaarung
und Strangunterscheidungssignal. Das ,stationare Modell“ geht davon aus, dass die DNA
eine Schleife bildet und so die beiden Positionen zusammenbringt. In den beiden anderen
Modellen verlasst MutS die Fehlpaarung und bewegt sich auf der DNA entlang. Im
~1ranslokationsmodell* erfolgt die Bewegung auf der DNA unter ATP-Verbrauch und die
DNA bildet eine Schlaufe, wahrend im ,Sliding clamp-Modell* MutS ATP gebunden hat,

8




jedoch nicht hydrolisiert und auf der DNA entlang gleitet, ohne dass die DNA eine
Schlaufe bildet (zusammengefasst in Li (2008)).

Die Hydrolyse des fehlerhaften Strangs erfolgt im humanen System durch EXOI. EXOI ist
eine Exonuklease, die DNA in 5—3° Richtung hydrolysiert. Sie wird durch
Komplexbildung mit MutS und unter der Voraussetzung, dass eine Fehlpaarung
vorhanden ist, aktiviert (Schmutte et al. 2001; Genschel et al. 2002).

Das Heterodimer MutLa verfugt Gber eine Endonukleasefunktion, die das Einschneiden
der DNA ermdglicht und so den Ansatz fur die Reparatur schafft. Der Einzelstrangschnitt
erfolgt in dem Strang, der bereits freie DNA-Enden aufweist. Dieser Mechanismus ist
abhéangig von MutS, PCNA und RFC (Kadyrov et al. 2006). MutLa ist nicht unbedingt
erforderlich fur die Reparatur, wenn der Einzelstrangbruch 5 von der Fehlpaarung liegt,
da der Verdau des fehlerhaften Strangs durch die 5'—3' Exonuklease | ohne die
Endonuklease-Aktivitat von MutLa erfolgen kann. Liegt der Einzelstrangbruch 3 von der
Fehlpaarung, was postreplikativ auf dem Leitstrang der Fall ist, ist MutLa essentiell, da mit
der Endonukleaseaktivitat der Einzelstrangbruch nach 5° verlegt wird und nur so die
Hydrolyse in 5'—3‘ Richtung durch EXOI erfolgen kann. An der Reparatur von grof3eren I-
D-Schleifen konnten andere Exonukleasen beteiligt sein. Die Stammzellextrakte von
Exol”™ Méausen sind defizient in der Reparatur von Basenfehlpaarungen und kleiner I-D-
Schleifen, nicht jedoch in der Reparatur groRerer I-D-Schleifen (Wei et al. 2003).

EXOIl wird durch RPA, MutLa und MutSa inhibiert, wenn keine Fehlpaarung mehr
vorhanden ist (Zhang et al. 2005; Genschel and Modrich 2003). Die einzelstrangige DNA,
die durch die Hydrolyse des zweiten Stranges entsteht, wird durch RPA gebunden. Die
Bindung von RPA scheint neben der Termination der Exonukleasereaktion dem Schutz
der Einzelstrang-DNA und der Férderung der Resynthese durch Pold zu dienen (Dzantiev
et al. 2004; Zhang et al. 2005). Die Neusynthese des abgebauten Stranges erfolgt durch
die Polymerase ©& (Longley et al. 1997), deren Aktivitdt wiederum von PCNA gefordert
wird (Gu et al. 1998; Tsurimoto 1999).

Die Reparaturreaktion endet mit dem Verschliel3en des reparierten Stranges durch die
DNA-Ligase 1. Weiterhin wurde eine Mitwirkung von HMGB1 an der Reparatur
nachgewiesen, welches eine Affinitat zu UnregelméaRigkeiten in der DNA aufweist, die
Aktivitdt von EXOI beeinflusst und mit MLH1 interagiert (Yuan et al. 2004; Lange and
Vasquez 2009).

Neben den humanen MutS-Homologen MutSa und MutSB gibt es aulRerdem das MutS-
Homolog MutSy (MSH4 + MSH5), dessen Beteiligung an der Mismatch-Reparatur bislang
nicht gezeigt wurde. Aul3er dem humanen MutL-Homolog MutLa sind die MutL-Homologe
MutLB (MLH1 + PMS1) und MutLy (MLH1 + MLH3) bekannt. Fur MutLy wurde gezeigt,

dass das Dimer in der Mismatch-Reparatur aktiv ist, wenn auch nur in hoher




Konzentration und mit geringer Effizienz (Cannavo et al. 2005). Ebenfalls wurde gezeigt,
dass MIh3-Knockout-Mause kurzer leben und ein erhohtes Krebsrisiko aufweisen.
AuRerdem zeigen Pms2”MIh3” Mause eine ebenso verkiirzte Lebensspanne wie Mih1”
Méause, was wiederum auf eine funktionelle Redundanz der MLH1-Bindungspartner
hinweisen konnte (Chen et al. 2005). Die Funktion von MutLf (MLH1 + PMS1) ist génzlich

unbekannt.
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Abbildung 4: Ablauf der Mismatch-Reparatur. Links ist der Ablauf der Reparatur gezeigt, wenn das
Strangunterscheidungssignal 5° von der Fehlpaarung liegt, rechts, wenn es 3' davon liegt (a).
MutSa, bestehend aus MSH2 und MSHS6, bindet an die Fehlpaarung (b), das gebundene ADP wird
gegen ATP ausgetauscht, es kommt zu einer Konformationsénderung und zur Rekrutierung von
MutLa (c). MutLa fuhrt weitere Einzelstrangbriiche in den zu reparierenden Strang ein (rote Pfeile)
(d). Dieser Prozess ist abhdngig von der Anwesenheit von MutSa, RFC, PCNA und der
Verfugbarkeit von ATP. Die Einzelstrangbriiche stellen den Startpunkt der Exonuklease EXOI dar,
die den fehlerhaften Strang in 5‘—3‘ Richtung abbaut (e). Der entstehende Einzelstrang wird von
RPA geschiitzt (f). Pold synthetisiert den neuen Strang mit Hilfe der Kofaktoren PCNA und RFC.
Die Reparatur wird durch die Ligation des neusynthetisierten Stranges durch Ligase 1
abgeschlossen (g). Ubernommen aus Kunz et al. (2009).
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1.5 DIE STRUKTUR VON MUTL

Wahrend Bakterien MutL-Homodimere nutzen, erfolgt in Eukaryoten die Bildung von
Heterodimeren (Abbildung 5). Im humanen System sind drei unterschiedliche MutL-
Heterodimere bekannt, in denen jeweils MLH1 und ein weiteres Protein vorliegen: MutLa,
bestehend aus MLH1 und PMS2, MutL aus MLH1 und PMS1 und MutLy aus MLH1 und
MLH3. Wahrend die Rolle von MutLB ungeklart ist, scheint MutLy an der Mismatch-
Reparatur (Chen et al. 2005; Cannavo et al. 2005), sowie an der Meiose beteiligt zu sein
(Kolas et al. 2005).

Die MutL-Proteine weisen zwei Domanen auf, die Uber eine flexible Linkerregion
verbunden sind. Der N-Terminus enthalt eine GHKL-ATPase (Dutta and Inouye 2000; Ban
et al. 1999). Die GHKL-ATPasen sind nach den Mitgliedern der Familie benannt: Gyrasen,
heat shock protein 90 (Hsp 90), bakterielle Histidin- und mitochondriale Serin-Kinasen und
MutL. Fur die Mismatch-Reparatur ist die ATPase-Aktivitdt essentiell (Hall et al. 2002;
Pang et al. 1997; Spampinato and Modrich 2000; Raschle et al. 2002) und auch die
Endonukleaseaktivitat, die fir das humane MutLa beschrieben wurde, ist abhangig von
der ATPase-Funktion (Kadyrov et al. 2006).

Fur die N-Termini wurde eine transiente Dimerisierung beschrieben (Ban et al. 1999; Ban
and Yang 1998), die konstituive Dimerisierung jedoch erfolgt Uber den C-Terminus
(Guerrette et al. 1999; Plotz et al. 2003; Kosinski et al. 2005). Im Heterodimer kommt der
Dimerisierung eine besondere Bedeutung zu, da PMS2 in Abwesenheit von MLH1 instabil
ist (Chang et al. 2000). Das fur hPMS2 beschriebende Endonuklease-Motiv liegt ebenfalls
im C-Terminus (Kadyrov et al. 2006).
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N-Terminus

Linkerregion

C-Terminus

Abbildung 5: Struktur von MutLa. PMS2 ist in blau dargestellt, MLH1 in griin. Fir den N-Terminus
von PMS2 gibt es eine Kristallstruktur (Guarne et al. 2001), der N-Terminus von MLH1 ist ein
Homologiemodell beruhend auf MutL aus E.coli (Plotz et al. 2006a). Die Struktur des C-Terminus
von MutLa ist nicht bekannt, wurde jedoch auf Grundlage der Kristallstruktur von MutL aus E.coli
modelliert (Kosinski et al. 2008). Die Struktur der Linkerregionen ist nicht bekannt und wird als
flexibel beschrieben. Der N-Terminus enthélt sowohl in MLH1 als auch in PMS2 die ATPase, die
dauerhafte Dimerisierung erfolgt iber den C-Terminus.

Fur MutLa wird eine Koordinatorfunktion in der Mismatch-Reparatur vermutet, da es mit
einer Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen interagiert (Polosina and Cupples 2010). In
der Mismatch-Reparatur ist die Interaktion mit MutSa (Plotz et al. 2006a), EXOI (Dherin et
al. 2009; Tran et al. 2001), PCNA (Umar et al. 1996; lyer et al. 2008), und MRE11 (Zhao
et al. 2008) beschrieben. Fur MRE11 wurde beschrieben, dass eine Inaktivierung zu MSI
und eingeschrankter Reparatur fuhrt (Vo et al. 2005).

Die Konformation von MutLa andert sich durch ATP-Bindung und/oder Hydrolyse (Sacho
et al. 2008), was dann die Interaktion mit unterschiedlichen Partnern verursachen kénnte
(Guarne et al. 2001; Raschle et al. 2002; Tran and Liskay 2000). In Abbildung 6 ist eine
Darstellung unterschiedlicher Konformationen gezeigt. Es wird vermutet, dass MutLa in
vivo mit MutSa und PCNA in komprimierter Form interagiert und nach Hydrolyse von ATP

zu anderen Funktionen Ubergeht (Sacho et al. 2008).
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Abbildung 6: Unterschiedliche Konformationen von MutLa. MutLa kann in verschiedenen
Konformationen vorliegen: beide Proteine liegen ausgestreckt vor, ,einarmig“ (ein Protein ist
zusammengezogen, das andere ausgestreckt), komprimiert (In beiden Proteinen liegen N- und C-
Terminus dicht zusammen) oder teilkomprimiert (die Linker beider Proteine weisen eine mittlere
Lange auf). Ubernommen aus Sacho et al. (2008).

Aul3erdem scheint MutLa auch eine Rolle aul3erhalb der Mismatch-Reparatur zu spielen,
z.B. in der Apoptose oder im Zellzyklusarrest, und dort weitere Interaktionspartner zu
haben. Auch hier kdnnten die unterschiedlichen Konformationen von MutL eine Rolle
spielen. Beispielsweise wurde fir MLH1 die Interaktion mit c-Abl (eine Tyrosinkinase)
beschrieben, die eine Rolle in der Antwort auf methylierende Substanzen spielt (Kim et al.
2007) und die Bindung an c-Myc, das Uber Zellzykluskontrolle, Differenzierung und
Apoptose regulierend wirkt (Mac Partlin et al. 2003). Auch interagiert MutLa mit FANCJ,
einer Helikase, die an der Antwort auf DNA-Quervernetzungen beteiligt ist. Die Bildung
eines FANCJ/MutLa-Komplexes scheint fir das Verlassen eines eingetretenen

Zellzyklusarrestes notig zu sein (Peng et al. 2007).

1.6 EINORDNUNG VON VARIANTEN

Die Diagnose Lynch-Syndrom kann nur durch den Nachweis einer inaktivierenden
Keimbahnmutation in einem der Mismatch-Reparaturgene MLH1, MSH2, PMS2 oder
MSH6 gestellt werden. Die Diagnose aufgrund Kklinischer Parameter ist nicht mdglich. Die
eindeutige Diagnose ist wichtig, da die Angehorigen der Patienten dann auf die
entsprechende Keimbahnmutation getestet werden kdnnen. Angehdrige, bei denen die

Mutation nicht nachgewiesen wurde, werden so entlastet. Trager der inaktivierenden
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Mutation erhalten Zugang zu entsprechend engmaschiger Vorsorge. Diese senkt das
Auftreten von Kolonkarzinomen und wirkt lebensverlangernd (Stupart et al. 2009).
Mutationen, die zu frihen Stoppcodons, Leserasterverschiebungen oder Veranderung der
Spleil3stellen fuhren, lassen sich als krankheitsauslosend einordnen. Der Einfluss von
kleinen Insertionen oder Deletionen, die keine Leserasterverschiebung bewirken, oder
Missense-Varianten, die den Austausch einer Aminosdure gegen eine andere zur Folge
haben, lasst sich hingegen nicht vorhersagen.

Die Beurteilung der Pathogenitat kann in diesen Fallen durch die Auswertung klinischer
Daten (,direct evidence") erfolgen, wie der Kosegregation von Variante und Krankheit
oder durch Fall-Kontroll-Analysen. Fir die meisten Varianten sind jedoch nicht gentgend
solcher Daten verfugbar. Die Einschatzung der Pathogenitdt kann auch durch
experimentelle Daten erfolgen (,indirect evidence"). Die meisten Assays jedoch testen nur
eine oder einige der Funktionen, die das Zielprotein oder die Zielproteine wahrnehmen,
auBerdem ist das Ergebnis eines Experiments in der Regel nicht absolut, sondern
abgestuft. Dies wiederum fihrt zu der Frage, wie stark ein Effekt sein kann, ohne die
Proteinfunktion zu beeinflussen bzw. ab welcher Einschrankung die Krankheit tatséchlich

ausgelost wird.

Katalytische Funktion
Proteininteraktionen)
Intrazellulare Verteilung
etc.

Funktion@

N M
LAy S N]
Verdnderung

Transkriptionelle @
Integritat

Transkription
Spleilien
Transkriptstabilitat
ete.

Stabilitét@

n?P\NA

Protein
ey
RIBOSOME

VERANDERUNG —(2) Funktionalitit @
Funktionalitit @ <2 Krankheit

Abbildung 7: Auswirkungen von genetischen Veréanderungen auf die Funktionalitdt des Proteins
und die Auspragung des Krankheitsbildes. Veranderungen des Gens kdnnen Auswirkungen auf die
transkriptionelle Integritat oder auf die Proteinstabilitdt und —funktion haben. Alle Effekte kénnen
unterschiedliche Ausprdgungen zwischen der normalen H6he und dem kompletten Verlust
annehmen. Die Veranderung hat Auswirkungen auf die Funktionalitit des Gens. Die graduellen
Effekte auf die Funktionalitat fihren zur Ausbildung des Krankheitsbildes, sind also pathogen,
wenn der Defekt der Funktionalitat schwer genug wiegt. Die ausreichende oder nichtausreichende
Funktionalitdt muss ermittelt werden, um die Bewertung der Pathogenitat zu ermaéglichen.
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In Abbildung 7 ist dargestellt, wie eine Veranderung in einem proteinkodierenden Gen die
Funktionalitat des Genproduktes beeinflussen kann. Die Veranderung kann Einfluss auf
das Transkript haben, z.B. Uber die Verdnderung oder Unterbindung des SpleiRens, die
Transkriptstabilitdt oder die Transkription insgesamt, wenn z.B. die Veradnderung die
Affinitat eines Transkriptionsfaktors verdndert. Eine Veranderung kann jedoch, wenn sie
die Bildung eines veranderten Proteins erzeugt, auch die Proteinstabilitat oder die
Proteinfunktion beeintrachtigen. Der Effekt auf jedes der Parameter kann graduell
ausgepragt sein, und je nachdem, wie stark der Effekt ausgepragt ist, kommt es zur
Ausbildung des Krankheitsbildes. Um die Pathogenitét einer Variante zu beurteilen, muss
validiert werden, wie stark der Effekt auf die Funktionalitat sein muss, um zur Pathogenitat
zu fuhren.

Bei der Untersuchung von nichtklassifizierten Varianten ist es auf3erdem interessant,
welche der Parameter am wahrscheinlichsten die Ursache fur eine Pathogenitat
darstellen. Bei Missense-Varianten, also Punktmutationen in der kodierenden Sequenz,
sind Auswirkungen auf die transkriptionelle Integritat unwahrscheinlich, so lange nicht
eine Spleil3stelle betroffen ist. Auswirkungen auf die Stabilitdt des Proteins sowie die
Proteinfunktion sind wahrscheinlicher.

Dadurch, dass DNA-Sequenzierungen immer schneller und billiger werden, ist zu
erwarten, dass in der Zukunft viele weitere Missense-Varianten und kleine Deletionen und
Insertionen identifiziert werden. Deshalb wird eine Strategie bendtigt, wie mit diesen nicht
klassifizierten Varianten (VUS, variants of uncertain significance) umgegangen wird
(Tavtigian et al. 2008).

2008 wurde von der IARC, der internationalen Agentur fir Krebsforschung (International
Agency for Research on Cancer), einer Einrichtung der WHO, eine Arbeitsgruppe fir
nichtklassifizierte Varianten von Hochrisiko-Krebs-Predispositionsgenen (Unclassified
Sequence Variants in high-risk cancer susceptibility genes) ins Leben gerufen. Diese
Arbeitsgruppe fordert eine Bewertung von verschiedenen Parametern, die zur

Klassifizierung verwendet werden kénnen (Goldgar et al. 2008; Tavtigian et al. 2008).

1.7 PROBLEMSTELLUNG

Das Lynch-Syndrom, eine Pradisposition fir Kolonkarzinome und andere
Tumorerkrankungen, wird durch eine inaktivierende Mutation in einem Allel eines der
Mismatch-Reparaturgene MLH1, MSH2, PMS2 oder MSH6 hervorgerufen. Die
Genprodukte dieser vier Gene bilden die beiden Hauptkomplexe in der Mismatch-
Reparatur, der Reparatur von Basenfehlpaarungen und kleinen DNA-Schleifen wahrend
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der Replikation. Der somatische Ausfall des gesunden Allels fihrt zur Reparatur-Defizienz
und somit zur Tumorentstehung.

Die meisten Veranderungen wurden in MLH1 detektiert (Peltomaki and Vasen 2004).
Etwa ein Drittel dieser Verdnderungen sind Missense-Veranderungen (Nystrom-Lahti et
al. 2002). Diese Varianten gelten als VUS, als Varianten mit unsicherer Pathogenitat
(variant of uncertain significance). Wird eine solche Veranderung detektiert, ist die
Diagnose Lynch-Syndrom nicht mdglich, und damit erhalten betroffene Verwandte des
Patienten weder Beratung, noch Zugang zu genetischen Tests und

Vorsorgeuntersuchungen.

Eine groBe Anzahl MLH1-Varianten sollte analysiert werden und die experimentellen
Ergebnisse sollten mit klinischen Daten validiert werden, um so eine Beurteilung der
Pathogenitét durch Experimente zu ermdglichen.

Zunachst sollte ein Screening von MLH1-Missense-Varianten durchgefihrt werden. Es
wurden zwei Parameter gewahlt, bei denen die wesentlichen Eigenschaften quantifiziert
werden. Erst sollte die MLH1-Expression der Varianten untersucht werden, da die
Verflgbarkeit des Proteins ein Schlisselproblem zu sein scheint. In vorangegangenen
Studien wurde haufig eine geringe Expression detektiert (Raevaara et al. 2005; Takahashi
et al. 2007; Hardt et al. 2011). AuRerdem sollte die generelle Reparaturfahigkeit getestet
werden. Da die Defizienz der Mismatch-Reparatur als Grundlage des Lynch-Syndroms
anerkannt ist, ermoglicht ein Assay, der die Reparaturfahigkeit testet, die Beurteilung von
Varianten im Hinblick auf die klinische Relevanz (Goldgar et al. 2008).

Auf Grundlage des Screening sollten anschlieend Varianten gewahlt werden, um die
molekularen Konsequenzen der Mutationen aufzuklaren. MLH1 und PMS2 bilden das
Heterodimer MutLa. Die Bildung dieses Dimers ist essentiell fur die Reparaturaktivitat (Li
and Modrich 1995), auRerdem ist PMS2 in Abwesenheit von MLHL1 instabil (Chang et al.
2000; Brieger et al. 2005; Mohd et al. 2006) und die beiden Proteine werden gemeinsam
in den Kern importiert (Wu et al. 2003; Brieger et al. 2005). Fur die Interaktion der beiden
Proteine wurden zuvor zwei verschiedene potentielle Dimerisierungsflachen beschrieben
(Guarne et al. 2004; Kosinski et al. 2008; Cutalo et al. 2006). Diese unterschiedlichen
Interaktionsflachen sollten mit Hilfe der Varianten aus dem Screening untersucht werden.
AulRerdem sollten Varianten ausgewahlt werden, um die MLH1-Expression mit
zellbiologischen, biochemischen und bioinformatischen Methoden zu untersuchen.
AnschlieRend sollte versucht werden, das Ausmald der gemessenen molekularen Defekte

mit dem klinischen Bild der Veranderungen zu korrelieren.
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Abbildung 8: Netzplan der Arbeit
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

Ubliche Laborgerate und Materialen sind nicht aufgefiihrt, besondere Gerate sind im Text
der jeweiligen Methoden angegeben. Eine Liste der Firmen, deren Produkte verwendet

wurden, findet sich im Anhang (Tabelle Al).

Das Autoklavieren erfolgte bei 121 <€ fur 20 min in dem Autoklav V-75 von Systec.

2.1.1 ORGANISMEN

21.1.1 BAKTERIENSTAMME

Escherichia coli TOP10 (Invitrogen)

Genotyp: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG A-

Escherichia coli DH10 Bac (Invitrogen)

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
endAl araD139 A (ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG /pMON14272 /
pMON7124

2.1.1.2 HUMANE ZELLLINIEN

HEK293-Zellen:

HEK293 ist eine humane Zelllinie, die es seit Anfang der 1960er Jahre gibt. Sie stammt
von menschlichen embryonalen Nierenzellen (Human Embryonic Kidney), die mit Teilen

des humanen Adenovirus 5 transfiziert wurden (Graham et al. 1977).

HEK293T-Zellen:
Die HEK293T-Zelllinie stammt von der HEK293-Zelllinie ab und exprimiert zusatzlich das
SV 40 large T-Antigen. Diese Zelllinie exprimiert kein MLH1 (Trojan et al. 2002). Die

verwendeten Zellen stammen von Prof. Josef Jiricny (Zurich, Schweiz).

2.1.1.3 INSEKTENZELLEN

Sf9-Zellen (Invitrogen):

Sf9 ist eine Insektenzelllinie aus dem Ovar der Puppe von Spodoptera frugiperda (Vaughn
et al. 1977).
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2.1.2 ZUGRIFFSNUMMERN DER VERWENDETEN SEQUENZEN

hMLH1 mRNA U07343.1
hMLH1 Protein AAC50285
2.1.3 OLIGONUKLEOTIDE

Alle Oligonukleotide wurden, soweit nicht anders angegeben, von Eurofins bezogen.

Oligonukleotide fur die Sequenzierung zur Uberpriffung der in MLH1 und PMS2

eingefuhrten Mutationen (siehe 2.2.10):

Bezeichnung Sequenz (5'—3)
MLH1-cDNAf atgtcgttcgtggcaggggtta
MLH1-830f aacagtgtatgcagcctatttgcc
MLH1-1110f acttctggaagtagtg
MLH1-1540f gaagaaattaatgagcagggac
MLH1-1974f cgactagccactgaggtgaattgg
PMS2-841f atttcacaatgcacg

Oligonukleotide fur die PCR zur Kontrolle der Bacmidgenerierung (siehe 2.2.8):

Bezeichnung Sequenz (5'—3)

M13 fwd gtaaaacgacggccag (Invitrogen)
mlh1-507r ctgggtcccttgattgec

pms2-518r gtgtggaaaataactgctgc

Oligonukleotide fir das Einfihren von Mutationen in die kodierende Sequenz von MLH1

(siehe 2.2.5):

Die Bezeichnungen der Oligonukleotide entsprechen den resultierenden Aminoséaure-

austauschen. Die veranderten Basen sind rot dargestellt.

Bezeichnung Sequenz (5'—3)

MLH1-I8A cgtggcaggggttgctcggeggcetggacg
MLH1-I8Ar cgtccagccgcecgagcaacccctgecacg
MLH1-I8E cgtggcaggggttgaacggcggctggacg
MLH1-I8Er cgtccagcecgccgttcaacccctgecacg
MLH1-L11A ggttattcggcgggcggacgagacagtgg
MLH1-L11Ar ccactgtctcgtccgeccgecgaataacc
MLH1-L11E ggttattcggcgggaggacgagacagtgg
MLH1-L11Er ccactgtctcgtcctccecgecgaataacc
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MLH1-R18C
MLH1-R18Cr
MLH1-119F
MLH1-119Fr
MLH1-E23D
MLH1-E23Dr
MLH1-N38H
MLH1-N38Hr
MLH1-D41G
MLH1-D41Gr
MLH1-D54G
MLH1-D54Gr
MLH1-G65D
MLH1-G65Dr
MLH1-T82I
MLH1-T82Ir
MLH1-K84E
MLH1-K84Er
MLH1-G101D
MLH1-G101Dr
MLH1-E102K
MLH1-E102Kr
MLH1-S106R
MLH1-S106Rr
MLH1-H109Q
MLH1-H109Qr
MLH1-V213M
MLH1-V213Mr
MLH1-1219V
MLH1-1219Vr
MLH1-D304V
MLH1-D304Vr
MLH1-N338S
MLH1-N338Sr
MLH1-R385C
MLH1-R385Cr
MLH1-R385P

gacagtggtgaactgcatcgcggeggg
cccgecgegatgeagttcaccactgte
gtggtgaaccgcttcgcggegggggaag
cttcccecegecgegaageggttcaccac
gcatcgcggcgggggatgttatccageg
cgctggataacatccecccgecgegatge
Gagatgattgagcactgtttagatgcaa
ttgcatctaaacagtgctcaatcatctc
gagaactgtttaggtgcaaaatccacaag
cttgtggattttgcacctaaacagttctc
gtgattgttaaagaggaaggcctgaagttg
caacttcaggccttcctctttaacaatcac
gatccaagacaatgacaccgggatcagg
cctgatcccggtgtcattgtcttggatc
gtgaaaggttcactattagtaaactgcag
ctgcagtttactaatagtgaacctttcac
ggttcactactagtgaactgcagtcctttg
caaaggactgcagttcactagtagtgaacc
cctatggctttcgagatgaggctttggccage
gctggccaaagcctcatctcgaaagcecatagg
atggctttcgaggtaaggctttggccagcat
atgctggccaaagccttacctcgaaagccat
ggtgaggctttggccagaataagccatgtgg
ccacatggcttattctggccaaagcctcacc
ggccagcataagccaggtggctcatgttac
gtaacatgagccacctggcttatgctggec
ccaatgcctcaaccatggacaatattcgcetcc
ggagcgaatattgtccatggttgaggcattgg
ggacaatattcgctccgtctttggaaatge
gcatttccaaagacggagcgaatattgtcc
gtccccagaatgtggttgttaatgtgcacc
ggtgcacattaacaaccacattctggggac
ctcctgggctecagttcctccaggatg
catcctggaggaactggagcccaggag
ccaccagatggtttgtacagattcccgg
ccgggaatctgtacaaaccatctggtgg

ccaccagatggttcctacagattccegg
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MLH1-R385Pr
MLH1-Q542L
MLH1-Q542Lr
MLH1-E578G
MLH1-E578Gr
MLH1-K618A
MLH1-K618Ar
MLH1-A681T
MLH1-A681Tr
MLH1-V716M
MLH1-V716Mr
MLH1-H718Y
MLH1-H718Yr
MLH1-L749P
MLH1-L749Pr
MLH1-Y750X
MLH1-Y750Xr

ccgggaatctgtaggaaccatctggtgg
gtgggccttggcactgcatcaaaccaag
cttggtttgatgcagtgccaaggcccac
caggttatcggggccagcaccgct
agcggtgctggecccgataacctg
gtttctgaagaaggcggctgagatge
gcatctcagccgccttcttcagaaac
gcctcagtaaagaatgcactatgttctattccatc
gatggaatagaacatagtgcattctttactgaggc
cctggaagtggactatggaacacattgtc
gacaatgtgttccatagtccacttccagg
gtggactgtggaatacattgtctataaagc
gctttatagacaatgtattccacagtccac
cttgctaacctgcctgatccatacaaagtctttgagagg
cctctcaaagactttgtatggatcaggcaggttagcaag
gctaacctgcctgatctataaaaagtctttgagaggtgtt

aacacctctcaaagactttttatagatcaggcaggttagc

Oligonukleotide fir die Herstellung des Substrates fur den MMR-Assay:

Bezeichnung

WHCPD Puri AS

WHpCPD7

Sequenz (5'—3)
gagcgactcgctaccgtcacattgatatccge

P-gcggatattaatgtgacggtagcgagtcgctc

Oligonukleotide fur die Fragmentanalyse:

beschrieben von Papadopoulos et al. (1995)

Bezeichnung
BAT 25

BAT 25r
BAT 26

BAT 26 r

* Farbmarkierung 5*

Sequenz (5' —3)
6-FAM-tcgcctccaagaatgtaagt*
tctgcattttaactatggctc
NED-tgactacttttgacttcagcc*

aaccattcaacatttttaaccc
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Oligonukleotide und Sonde fir die guantitative real time-PCR*:

Bezeichnung
vorwarts

rickwarts

Reporter-Sonde

Sequenz (5' —3)
agagaggacctacttccagcaa
atcttccaccatttccacatcagaa

6-FAM-ccccagaaagagacatc-Q**

*Oligonukleotide und Sonde wurden von Applied Biosystems als Sonder-TagMan-Assay in einem

Mix geliefert

**Fluoreszenzfarbstoff 5, Quencher 3°

2.1.4 PLASMIDE

Die Plasmidkarten von pMLH1 und pPMS2 sind im Anhang gezeigt.

Name
pMLH1

pPMS2

pEGFP

Charakteristika

Kodierende Sequenz von MLH1 im
Expressionsvektor pcDNA3, MLH1
steht unter der Kontrolle des CMV-

Promotors

Kodierende Sequenz von PMS2 im
Expressionsvektor pGS5, PMS2 steht
unter der Kontrolle des SV40-

Promotors

Kodierende Sequenz von eGFP, einer
veranderten Variante des green

fluorescent protein

Plasmide fur die Expression von MLH1-Missense-Varianten:

Referenz

Dr. Hong Zhang
(Huntsman Cancer
Institute, University of
Utah, Salt Lake City, UT)

Prof. Bert Vogelstein
(Johns Hopkins
Oncology Center,
Baltimore, MD)

Personliche Mitteilung
Dr. Ricardo Biondi

Alle diese Plasmide basieren auf dem Plasmid pMLH1. Der Basenaustausch, der zur

Veranderung der Aminosauresequenz fiuhrt, ist unter Charakteristika angegeben. Der

Name des Plasmids zeigt den Aminosaureaustausch an.

Name
pMLH1-I8A
pMLH1-I8E
PMLH1-L11A
PMLH1-L11E
pMLH1-R18C
pPMLH1-119F
pMLH1-E23D
pMLH1-N38H

Charakteristika
Pos. 22 att—qgct
Pos. 22 att—gaa
Pos. 31 ctg—gcg
Pos. 31 ctg—gag
Pos. 52 cgc—tgc
Pos. 55 atc—ttc
Pos. 67 gaa—gat

Pos. 112 aac—cac

Referenz

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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PMLH1-D41G
PMLH1-G54E
pMLH1-G65D
pPMLH1-T82I
PMLH1-K84E
pMLH1-G101D
PMLH1-E102K
PMLH1-S106R
PMLH1-H109Q
PMLH1-T117M
pPMLH1-D132H
PMLH1-V213M
pPMLH1-1219V
PMLH1-R265H
PMLH1-D304V
pMLH1-N338S
pMLH1-R385C
pMLH1-R385P
PMLH1-V506A
pMLH1-R522W
pPMLH1-Q542L
PMLH1-N551T
pMLH1-L559R
PMLH1-Q562A
PMLH1-L574P
PMLH1-E578G
PMLH1-A586P
PMLH1-D601G
PMLH1-K618A
PMLH1-L622H
PMLH1-P640S
pPMLH1-P648L
PMLH1-L653R
pMLH1-P654L
pPMLH1-R659L
pPMLH1-R659P
PMLH1-R659Q

Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.
Pos.

Pos.

121 gat—qggt
160 gga—gaa
193 ggc—gac
244 act—att
250 aaa—gaa
301 ggt—gat
303 gag—aag
316 agc—aga
325 cat—cag
349 acg—atg
394 gat—cat
637 gtg—atg
655 atc—gtc
793 cgt—cat
910 gat—qgtt
1012 aat—agt
1153 cgt—tgt
1153 cgt—cct
1516 gtt—qgct
1564 cgg—tgg
1624 cag—-ctg
1651 aac—acc
1675 ctg—cgg
1684 cag—gcg
1720 ctc—ccc
1732 gag—g9g9
1756 gcc—cce
1803 gat—qggt
1852 aag—gcg
1864 ctt—cat
1918 ccc—tece
1942 ccc—ctc
1957 ctg—cqgg
1960 cct—ctt
1977 cga—cta
1977 cga—cca

1977 cga—caa

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Dr. Guido Plotz (2006a)
Dr. Guido Plotz (2006a)
diese Arbeit

Dr. Guido Plotz (2008)

Dr. Guido Plotz (2006a)
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.
Dr.

Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
Guido Plotz*
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pPMLH1-T662P
pPMLH1-E663G
pMLH1-V664R
pPMLH1-L676R
pMLH1-A681T
pMLH1-716M
PMLH1-H718Y
PMLH1-R725C
PMLH1-L749P
PMLH1-Y750X
PMLH1-K751R
PMLH1-R755S
PMLH1-R755W

* personliche Mitteilung

Plasmide fur die Expression von MLH1 und PMS2 Fragmenten:

Pos. 1984 act—cct
Pos. 1987 gag—ggg
Pos. 1990 gtg—cgg
Pos. 2026 ctc—cgc
Pos. 2041 gct—act
Pos. 2146 gta—atg
Pos. 2152 cac—tac
Pos. 2173 cgc—tgc
Pos. 2245 cta—cca
Pos. 2248 tac—taa
Pos. 2251 aaa—aga
Pos. 2263 agg—agt
Pos. 2263 agg—tgg

Name
pMLH1 200 Start

pMLH1 200 Start
Q542L
pMLH1 200 Start
L749P
pMLH1 200 Start
Y750X

Plasmide fur die Expression von MLH1 und PMS2 in Sf9-Zellen:

Charakteristika

Sequenz von mihl ab bp 601
(entspricht AS 201) mit neuem
Startkodon, im Expressionsvektor
pSG5

Entspricht pMLH1 200 Start mit der
Mutation Pos. 1024 cag—-ctg
Entspricht pMLH1 200 Start mit der
Mutation Pos. 1645 cta—cca
Entspricht pMLH1 200 Start mit der

Mutation Pos. 1648 tac—taa

Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
diese Arbeit

Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*
Dr. Guido Plotz*

Referenz

Dr. Guido Plotz (2003)

unter dem Namen LC49

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Die Plasmidkarte von pFastBacHT-MLH1 ist im Anhang abgebildet.

Name
pFastBacHT-MLH1

Charakteristika

Kodierende Sequenz von MLH1 im
Expressionsvektor pFastBacHT
(Invitrogen), 5* befindet sich der

His-Tag

Referenz
Guido Plotz

(Kosinski et al. 2008)
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pFBMLH1HT-AG81T

pFBMLH1HT-K618A

pFBMLH1HT-E578G

pFBMLH1HT-V716M

pFBMLH1HT-H718Y

Beruht auf pFastBacHT-MLH1, diese Arbeit
enthéalt die Mutation

Position 2041 gct—act

Beruht auf pFastBacHT-MLH1, diese Arbeit
enthéalt die Mutation

Position 1852 aag—gcg

Beruht auf pFastBacHT-MLH1, diese Arbeit
enthalt die Mutation

Position 1732 gag—ggg

Beruht auf pFastBacHT-MLH1, diese Arbeit
enthalt die Mutation

Position 2146 gta—atg

Beruht auf pFastBacHT-MLH1, diese Arbeit
enthalt die Mutation

Position 2152 cac—tac

Plasmid fir die Generierung des DNA-Substrates fir den MMR- Assay:

Name
pUC CPDC Bbv

Charkteristika Referenz

Ausgangsplasmid fiir die Generierung des  Guido Plotz

Substrats fir den MMR-Assays (siehe (Kosinski et al. 2008)

2.2.24), beruht auf pUC CPDC (Plotz et al.
2006a), bzw. auf pUC19 CPDC, zur
Verfligung gestellt von Dr. John B. Hays
(Wang and Hays 2002)

2.1.5 CHEMIKALIEN

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen, soweit nicht anders angegeben,

von den Firmen Sigma-Aldrich, AppliChem, Merck, Roth, Riedel-de-Haén, Fluka, BioRad

und Serva.

Das verwendete Wasser wurde mit einer Deionisierungsanlange aufbereitet (Milli Q,

Millipore).
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2.1.6 ENzYME
Restiktionsendonukleasen
Asel

EcoRV

Dpnl

Nickingendonukleasen
Nt.BstNBI
Nt.BbvCl

Weitere Enzyme

PfuUltra Polymerase

AmpliTagGold Polymerase

Exonuclease V

Proteinase K

Proteinase Inhibitor

DNase RQ1

M-MLV ReverseTranskriptase, Point Mutant
T4 Ligase

RNaseA

2.1.7 ANTIKORPER

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

New England Biolabs
New England Biolabs

Stratagene

Applied Biosystems
usb Corporation
Sigma

Sigma

Promega

Promega

New England Biolabs
Roth

Im Folgenden sind alle verwendeten Priméar- und Sekundarantikoérper aufgefiihrt.

Spezifitat Ursprung Bezeichnung /

Markierung
hMLH1 Maus monoclonal
hMLH1 Kanninchen polyclonal (N-20)
hPMS2 Kanninchen polyclonal (E-19)
hPMS2 Kanninchen polyclonal (C-20)
hPMS2 Maus monoclonal (A16-4)
B-Aktin Maus monoclonal (AC-15)
Maus Ziege HRP
Kanninchen Ziege HRP
Kanninchen Ziege Qdot® 800
Maus Ziege Alexa Flour® 680

Firma Eingesetzte
Verdiinnung
BD Biosciences 1:2000

Santa Cruz Biotechnology 1:200
Santa Cruz Biotechnology 1:200
Santa Cruz Biotechnology 1:1000
BD Biosciences 1:250
Sigma 1:5000
Santa Cruz Biotechnology 1:5000
Santa Cruz Biotechnology 1:5000
Invitrogen 1:10000
Invitrogen 1:10000

* HRP horseradish peroxidase — Meerrettichperoxidase

27



2.1.8 KITS

High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche

JETSTAR 2.0 Plasmid Purification MAXI Kit, Genomed
DyeEx® 2.0 Spin Kit, Qiagen

TNT-T7 coupled transcription-translation System, Promega
High Pure PCR Purification Kit, Roche

2.1.9 DNA-GRORENSTANDARDS
DNA Molecular Weight Marker X 0,07 - 12,2 kbp, Roche

2.1.10 PROTEIN-GRORENSTANDARDS

Broad Range - Prestained Standards, Biorad, 7 - 209 kDa

Dual Color - Precision Plus Protein Standard, Biorad, 10 — 250 kDa
Kaleidoskope - Precision Plus Protein Standard, Biorad, 10 — 250 kDa
NativeMark™ Unstained Protein Standard, Invitrogen, 20-1200 kDa
High Mark™, Invitrogen, 31-460 kDa

2.1.11 HAUFIG VERWENDETE LOSUNGEN UND PUFFER
Die verwendeten Puffer und Ldsungen sind bei den entsprechenden Methoden

beschrieben. Hier sind nur haufig verwendete Puffer aufgefihrt:

PBS PAA
TAE 50x AppliChem
TBS (10x) 1M NacCl
0,21 M Tris
pH 7,5
TBS-T 10 % 10x TBS
0,025 % Tween 20
TE-Puffer 100 mM Tris
10 mM EDTA
pH 8,0
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2.1.12 NAHRMEDIEN FUR ESCHERICHIA COLI

Fur die Anzucht von E. coli wurde (LB)-Medium (Roth) verwendet. Zur Herstellung von
Festmedium wurde dieses zusatzlich mit 2% (w/v) Agar-Agar versetzt. Zur Selektion von
Transformanten diente Ampicillin (50 mg/l).

Fur die ,Blau-Weil3-Selektion* von Bacmiden auf LB-Agar-Platten wurde dem Medium
X-Gal (40 mg/l) als Substrat und IPTG (0,2 M) als Induktor hinzugegeben.

2.1.13 PROGRAMME UND DATENBANKEN
Standardprogramme und Programme der einzelnen Gerate, soweit sie nicht der

Auswertung dienten, sind nicht aufgefthrt.

Programme:
BioEdit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.9 (Hall 1999)

PyMOL, DeLano Scientific LLC

MultiGauge v3.2, Fuji

Peak Scanner Software, Applied Biosystems
GraphPadPrism, GraphPad Software
OligoAnalyzer 1.2, Gene Link

StepOne Software v2.0, Applied Biosystems
Image Lab, BioRad

Quantity One, BioRad

Serial Cloner, Serial Basics

ClustlW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2)
MAPP-MMR (http://mappmmr.blueankh,com)
CUPSAT (http://cupsat.tu-bs.de)

PANTHER (http://www.pantherdb.org)
PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph)
SIFT (http://sift.jcvi.org)

Verwendete Datenbanken:

INSIGHT Datenbank (http//www.insight-group.org)

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

National Center for Biotechnology Information (http//www.ncbi.nlm.nih.gov)
Protein Database (http//www.rcsb.org/pdb/)

Online Mendelian Inheritance of Man

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim)
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ExPASYy (http://expasy.org)

UniProt (http://www.uniprot.org)

Leiden Open Variation Database (http://www.LOVD.nl)

Mismatch Repair Gene Variants Database (http://www.med.mun.ca/mmrvariants/),

MMR Gene Unclassified Variants Database (http://www.mmrmissense.info/).

2.2 METHODEN

Alle in dieser Arbeit beschriebenen gentechnischen Arbeiten sind nach der
Sicherheitsstufe 1 (S1/B1) des Gentechnikgesetzes und der

Gentechniksicherheitsverordnung vom 01.07.1990 durchgefihrt worden.

2.2.1 TRANSFORMATION IN E.COLI

Die Transformation von Plasmid-DNA in E.coli erfolgte nach dem Hitzeschockprinzip
(Inoue et al. 1990). Die Bakteriensuspension wurde auf Eis aufgetaut. Zu 50 ul
Bakteriensuspension wurden 200 - 500 ng Plasmid hinzugegeben und fur 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock fir 30 sec bei 42 T, danach wurde die
Bakteriensuspension erneut 5 min auf Eis gehalten, bevor die Zugabe von 200 ul S.0.C-
Medium (Invitrogen) erfolgte.

Bei der Transformation nach einer Mutagenese (siehe 2.2.5) wurde der Ansatz zunéchst
1 h bei 37 T und 650 rpm im Heizblock geschiittelt und anschliel3end auf LB-Platten mit
entsprechenden Zusatzen ausplattiert. Bei Retransformationen entfiel das Schitteln und
die Bakteriensuspension wurde sofort ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht bei
37 C inkubiert.

2.2.2 HERSTELLUNG VON KOMPETENTEN E.COLI-BAKTERIEN

Zunachst wurde ein Aliquot des zu vermehrenden Bakterienstamms auf einer LB-Platte
ohne Zusatze ausplattiert und tGber Nacht bei 37 T gezogen. Es wurde eine Vorkultur
angesetzt, fur die eine Kolonie in 2 ml Hanahan-Medium (Hanahan's Broth (Sigma)
versetzt mit 10 mM Mg,SO,) gepickt wurde. Die Kultur wurde tber Nacht bei 37 €
geschuttelt. Morgens wurde die Vorkultur in 300 ml Hanahan-Medium dberfihrt und bei
37 € und 250 rpm geschiittelt. Die Kultur wurde bis zu einer ODgy von 0,6 bis 0,8
gezogen und dann abgekuhlt. Die Bakterien wurden 10 min bei 4 T und 4000 g pelletiert.
Das Pellet wurde in 10 ml 0,1 M eiskalter CaCl,-Lésung resuspendiert und erneut
zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Resuspension in eiskalter 0,1 M CaCl,-Lésung und

eine Inkubation von 20 min auf Eis. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Pellet in
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3 ml 0,1 M CaCl, mit 15 % Glycerin aufgenommen und in 50 pl Aliquots in flissigem

Stickstoff gefroren und bei -80 T gelagert.

2.2.3 ANIMPFEN VON UBER-NACHT-KULTUREN

Fur Uber-Nacht-Kulturen wurden Einzelkolonien in 2 ml LB-Medium mit Zusatzen uber
Nacht bei 37 T geschiittelt. Fur Uber-Nacht-Kulture n mit einem Volumen von 250 ml
wurde zunéachst eine Einzelkolonie in 2 ml Vorkultur gezogen, mit der nach ca. 5 h das

grolRere Volumen LB-Medium mit Zusatzen angeimpft wurde.

224 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA Aus E.coll
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus 2ml Flussigbakterienkultur erfolgte mit dem High
Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). Fir die Isolation aus 250 ml Kultur wurde das Plasmid

Purification MAXI Kit (Genomed) verwendet.

2.2.5 EINFUHREN VON MUTATIONEN IN PLASMIDE
Punktmutationen wurden Uber eine PCR und einen anschlielenden Restriktionsverdau
von Template-Vektor mit Dpnl in die Plasmide eingebracht. Die verwendeten

Mutagenese-Oligonukleotide sind unter 2.1.3 aufgefthrt.

Reaktionsansatz:

2,5 ul Pfu Ultra Puffer 10 x

5ul Oligonukleotid vorwarts 1 uM
5ul Oligonukleotid rickwarts1 uM
1l dNTP Mix (je 2,5 mM)

25 ng Plasmid-DNA

0,5 pl UltraPfu Polymerase

auf 25 pl Aqua dest.

PCR-Programm:

Temperatur Dauer Zyklenzahl
Denaturierung 95T 30 Sekunden 1
Denaturierung 95T 30 Sekunden 18
Hybridisierung 55¢C 1 Minute 18
Elongation 68T 8 Minuten 18

Die Ansatze wurden in 1,5 ml Cups uberfuhrt, jeweils 1 pl Dpnl hinzugefigt und bei 37C
fur 1 h inkubiert. Die Dpnl Endonuklease baut nur methylierte DNA ab und sorgt so dafiir,
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dass nur die neusynthetisierten DNA-Strange, die die Mutation besitzen, erhalten bleiben.

Anschlielend wurde 1 pl der verdauten PCR-Reaktion in E.coli transformiert (siehe 2.2.1).

2.2.6 GENERIERUNG VON BACMIDEN

Fur die Herstellung von Bacmiden wurde das Bac-to-Bac-System von Invitrogen
verwendet. Die Herstellung der Bacmide basiert auf der positionsspezifischen
Transposition einer DNA-Sequenz aus dem Donorplasmid (pFastBac) in das Bacmid (das
Baculovirusgenom). Die Transposition erfolgt im E.coli-Stamm DH10Bac, der auf3er dem
Bacmid auch noch ein Hilfsplasmid tragt, das fir die Recombinase kodiert. Das
entstehende Bacmid tragt das eingebrachte Gen unter der Kontrolle des Polyhedrin-
Promotors und alle zur Virusentstehung nétigen Informationen.

Durch die Transposition des gewinschten Genes in das Bacmid wird die cDNA des
Enzyms [(-Galaktosidase unterbrochen, so dass Klone, in denen die Transposition
erfolgreich war, durch Blau-Weil3-Selektion identifiziert werden kdnnen.

Zum experimentellen Ablauf: Das FastBac-Plasmid, das fiir das gewiinschte Gen codiert
(in diesem Fall MLH1, PMS2 oder Varianten), wurde in E.coli DH10Bac transformiert
(siehe 2.2.1), 4 h bei 37T geschuttelt und anschlie3end auf LB-Medium mit Tetracyclin,
Gentamycin, Kanamycin, X-Gal und IPTG ausplattiert. Nach 48 h wurden weif3e Klone in
2 ml LB-Medium mit Tetracyclin, Gentamycin und Kanamycin gepickt und tiber Nacht bei
37 T inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die B acmid-DNA isoliert (2.2.7).

2.2.7 ISOLIERUNG VON BACMID-DNA AuUS E.coLl

Zunachst wurden die Zellen durch eine Zentrifugation pelletiert und in 300 pl Puffer 1
aufgenommen. 300 ul Puffer 2 wurden zur Suspension hinzugegeben, nach vorsichtigem
Mischen folgte eine 5 minutige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 300 ul 3 M Kaliumacetat (pH 5,5) und eine weitere Inkubation von 5 min auf
Eis. Nach einer Zentrifugation (10 min, 14000 g) wurde der Uberstand zum Fallen der
Bacmid-DNA mit 800 ul Isopropanol versetzt, 5 min auf Eis gehalten und erneut
zentrifugiert (15 min, 14000 g). Das resultierende DNA-Pellet wurde mit 500 pl
70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pl TE Puffer aufgenommen. Die Bacmid-
DNA lagerte bei 4 C.

Puffer 1:

Tris-HCI pH 8.0 15mM,
EDTA 10 mM
RNase A 100 pug / ml
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Puffer 2:

NaOH 0.2N
SDS 1%
2.2.8 PCR

Die Integration des gewiinschten Genes in das Bacmid wurde durch eine PCR mit
anschlielendem Agarosegel kontrolliert. Die Abschnitte fir die Fragmente wurden

ebenfalls mittels PCR amplifiziert.

Reaktionsansatz:

10 ul Puffer 10 x

2,5 ul Oligonukleotid vorwarts10puM
2,5 ul Oligonukleotid riickwarts 10uM
5ul dNTP Mix (je 2,5 mM)

0,2 ul DNA

0,25 ul AmpliTaqGold

auf 50 pl Aqua dest.

PCR-Programm:

Temperatur  Dauer Zyklenzahl
Denaturierung 95 <C 30 Sekunden 1
Denaturierung 95 <C 30 Sekunden 35
Hybridisierung 55<C 30 Sekunden 35
Elongation 72<C 1 Minute 35
Elongation 72<C 5 Minuten 1

Die Reinigung des PCR-Produkts erfolgte, wenn erforderlich, mit dem High Pure PCR

Purification Kit (Roche) gemal den Angaben des Herstellers.

2.2.9 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN
Die Messung der Konzentration erfolgte photometrisch bei 260 nm mit dem

Spektrophotometer DU 800 (Beckman Coulter) oder mit dem Nanodrop (PeglLab).

2.2.10 SEQUENZ-PCR UND SEQUENZIERUNG
Die Sequenzanalyse der mutierten Plasmide wurde nach der Kettenabbruch-Synthese-
Methode nach Sanger (1977) in einem 16-Kapillar Sequenzierer (3130xl Genetic

Analyzer, Applied Biosystems) durchgefuihrt. Zunéachst erfolgte eine Sequenz-PCR, in
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deren Ansatz neben dNTPs auch ddNTPs (2‘, 3'-Didesoxyribonukleosid-Triphosphate)
vorhanden sind. Diese werden eingebaut und fihren zum Strangabbruch. Die ddNTPs
sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. In der Kapillarelektrophorese
werden die unterschiedlich langen Fragmente aufgetrennt und anschliel3end durch einen
Laser zur Fluoreszenz angeregt. Ein Detektor erkennt die unterschiedliche Fluoreszenz
der Farbstoffe an der jeweiligen Position, woraus schlief3lich die Sequenz abgeleitet wird.

Nach der Sequenz-PCR wurde der Ansatz mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen)
entsprechend den Angaben des Herstellers aufgereinigt. Zur Reinigung einer grol3eren
Anzahl von Sequenz-Reaktionen wurde Sephadex G-50 (Amersham) in einer Filterplatte
(MHVNA45, Millipore) mit 300 pl Aqua dest. pro Ansatz aufgequollen. Nach 3 h erfolgte die
Beseitigung Uberschissigen Wassers von den Gelsaulchen durch Zentrifugation (5 min,
910 g). AnschlieBend wurden die Proben ebenfalls mit 910 g, 5 min durch die
Gelsaulchen zentrifugiert. Die Sequenzier-Oligonukleotide sind in Kapitel 2.1.3 aufgefihrt.

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit BioEdit.

Reaktionsansatz:

2 ul BigDyes

0,3 ul Sequenzier-Oligonukleotid 10 uM
0,3 ul Plasmid-DNA

7,4 ul Aqua dest.

Sequenz-PCR-Programm:

Temperatur  Dauer Zyklenzahl
Denaturierung 96T 1 Minute 1
Denaturierung 96T 15 Sekunden 35
Hybridisierung 55T 15 Sekunden 35
Elongation 60C 4 Minuten 35

2.2.11 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in 1-2 %igen Agarosegelen in 1 x
TAE-Puffer (Gelkammer: Horizon 11 14, Gibco). Zum Anfarben der DNA wurde in das Gel
Ethidiumbromid (2 pg/ml) gegeben. Die Proben wurden vor dem Beladen mit
10 % Ladepuffer versetzt. Die Betrachtung des Gels sowie die Digitalisierung erfolgten

mit dem Molecular Imager GelDoc XR (Bio-Rad).
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DNA Ladepuffer:

Wasser 3,75 ml

Glycerin 50 % viv

TAE 40X 250 pl

SDS 0,5 %

Farbstoff Bromphenolblau: Xylencyanol

2.2.12 ZELLKULTUR

2.2.12.1 BESTIMMUNG DER ZELLZAHL

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Es wurden
vier Grol3quadrate ausgezahlt. Da die GroRRquadrate jeweils ein definiertes Volumen von

0,1 mm? haben, I&sst sich so die Konzentration der Zellsuspension bestimmen.

2.2.12.2 KULTIVIERUNG VON HEK293- UND HEK293T-ZELLEN

Die Zellen wuchsen bei 37 € und 5 % CO, adharent in DMEM Medium (DMEM-
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco), versetzt mit Penicillin und Streptomycin
(100x, PAA) und 10 % FCS (Fotales Kalberserum, fetal calf serum, Sigma). Fur die
Zellkultur wurden Schalen und Flaschen von Greiner und Sarstedt verwendet.

Bei Erreichen einer ca. 90 %igen Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Das
Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und
mit 1 - 3 ml Trypsin/EDTA-PBS-L6sung (Lonza), bei 37C ca. 5 min im Zellkulturschrank
inkubiert. Wenn sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche geldst hatten, wurden sie
in DMEM mit Zusatzen resuspendiert. Die Zugabe des Mediums stoppt die Reaktion des
Trypsins. Anschlieend wurden die Zellen durch eine Zentrifugation pellettiert (2 min,
500 g), in frischem Kulturmedium aufgenommen und in eine neue Zellkulturflasche
ausgesat.

Alle vier Wochen wurden die Zellen mit dem Kit Venor®GeM (Minerva Biolabs) mittels

PCR auf Mycoplasmenbefall untersucht.

2.2.12.3 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON HEK293- UND HEK293T-ZELLEN

Zunachst wurden verschraubbare Gefrier-Cups mit je 0,9 ml Normalmedium, versetzt mit
20 % DMSO, vorbereitet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, 5 min mit Trypsin bei
37<C inkubiert, anschlie3end in DMEM-Medium aufgeno mmen und in ein 15 ml R6éhrchen
uberfiihrt. Nach einer Zentrifugation (3 min, 800 g) wurde das Medium entfernt, die Zellen
in Kulturmedium aufgenommen und jeweils 0,9 ml Zellsuspension in die vorbereiteten
Cups gegeben. Die Cups wurden direkt in Eis gestellt, dann bei —80 T eingefroren und

nach 24 h in flissigem Stickstoff gelagert.
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Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37 € im Wasserb ad erwarmt, bis die Zellsuspension
flissig war und dann in 10 ml Kulturmedium aufgenommen. AnschlieRend wurden sie
zentrifugiert (2 min, 500 g), in 5 ml Medium aufgenommen und in eine kleine

Zellkulturflasche (25 cm?) gegeben.

2.2.12.4 TRANSFEKTION CACL,

Die Zellen wurden 3 h bis 18 h vor der Transfektion in Zellkulturschalen (Durchmesser
9cm) ausgesat und bei einer Konfluenz von ca. 80 % transfiziert. Fir den
Transfektionsmix wurden zundchst 5 pug Plasmid-DNA pro verwendetem Plasmid und
50 ul 2,5 M CaCl, bei einem Endvolumen von 500 pl in Aqua dest. gemischt. Die DNA-
Calciumchloridlésung wurde tropfenweise zu 500 pl 2 x HBS hinzugefugt. AnschlieRend
erfolgte eine 20 mindtige Inkubation bei Raumtemperatur, bevor die Ldsung in das

Kulturmedium getropft wurde. Nach 24 h wurde das Zellkulturmedium gewechselt.

2 x HBS:
Hepes pH 7,05 50 mM
NaCl 280 mM

Na,HPO,4-Dihydrat 1,5mM

2.2.12.5 TRANSFEKTION MIT PEI

3 bis 18 h vor der Transfektion wurden die Zellen in Zellkulturschalen (Durchmesser 9 cm)
ausgesat. Die Transfektion erfolgte bei einer Konfluenz von ca. 80 %. Fir die Transfektion
wurden 5 pg Plasmid-DNA, 20 ul PEI (Polyethylenimin, 1 mg / ml, Polysciences) und
Normalmedium ohne Antibiotika und FCS (Endvolumen 1 ml) vermischt und 30 min
inkubiert. Bei der Transfektion mit zwei unterschiedlichen Plasmiden wurden 5 ug DNA

pro Plasmid verwendet. AnschlieBend wurde der Transfektionsmix auf die Zellen getropft.

2.2.12.6 VEREINZELUNG VON ZELLEN FUR DIE EINZELZELLFRAGMENTANALYSE

Die Zellen wurden abgeldst, in Medium aufgenommen und durch auf- und abpipettieren
vereinzelt. Dann wurden sie gezahlt, so weit verdinnt, dass sich in 10 pl Medium eine
Zelle befindet und in eine 96-Well-Zellkulturplatte ausgeséat. Nach einigen Stunden, wenn
die Zellen sich am Untergrund angeheftet hatten, wurden die Schalen markiert, in denen
sich eine Zelle befand. Die Zellen wurden 14 Tage gezogen, alle drei Tage wurde das
Medium gewechselt. Dann wurden diese Zellen wiederum vereinzelt und in 96-Well-
Zellkulturplatten ausgesat, so dass schliel3lich in einer 96-Well-Platte nur Nachkommen

einer Zelle wuchsen.
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2.2.12.7 KULTIVIERUNG VON SF9-ZELLEN

Sf9-Zellen wurden fur die Expression rekombinanter Proteine genutzt. Sf9 ist eine klonale
Linie aus dem Ovar der Puppe von Spodoptera frugiperda (Vaughn et al. 1977).
Sf9-Zellen kdnnen in gréReren Mengen kultiviert werden, zeigen meistens hohere
Expressionsraten als andere eukaryotische Zelllinien und im Gegensatz zur Expression in
E.coli erfolgt die co- und posttranslationale Prozessierung vieler Proteine, sowie die
Lokalisation membranstandiger Proteine (Bouvier et al. 1998). Der Virus Autographa
california Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV, Familie der Baculoviridae) infiziert
Sf9-Zellen. Diese Eigenschaft macht man sich zu Nutze. Anstelle des viralen Polyphedrin-
Genes konnen andere Gene in das Genom von AcNPV eingebracht werden und so in
Sf9-Zellen exprimiert werden.

Sf9-Zellen kdénnen sowohl in Suspension als auch adharent kultiviert werden. Dauerhaft
wurden die Zellen in Sf-900 II Medium (Sf-900 II SFM, Serum Free Medium Complete,
Gibco), serumfrei mit dem Zusatz von Penicillin und Streptomycin (100x, PAA) in
Suspension kultiviert. Die Zellen wurden bei 26 T, 150 rpm und einer Dichte von
0,8 - 4*10° Zellen / ml gehalten.

2.2.12.8 TRANSFEKTION VON SF9-ZELLEN MIT BACMID-DNA

Fur die Transfektion wurden in 6-Well-Platten 1,2 Mio Zellen / Well ausgeséat. Eine Stunde
standen die Platten bei 26 T, um die Zellen adhéri eren zu lassen, dann wurden die
Zellen mit Medium ohne Zusatze gewaschen. Inzwischen wurde der Transfektionsmix
vorbereitet. 100 pl Medium ohne Antibiotika wurden mit 6 pl liposomalem
Transfektionsreagenz (Cellfectin, Invitrogen) versetzt und 100 pl Medium ohne Antibiotika
wurden mit 1,5 pg Bacmid-DNA gemischt. Beide Ansatze wurden zusammengegeben,
vermischt und 15 — 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transfektionsmix wurde mit
800 pl Medium versetzt und auf die gewaschenen Zellen gegeben. Nach 4 — 5 h erfolgte
ein Wechsel des Kulturmediums. Nach 72 h bei 26 T wurde der virushaltige Uberstand

abgenommen und durch eine Zentrifugation (1000 g, 5 min) von Zelltrimmern gereinigt.

2.2.12.9 AMPLIFIKATION DES VIRUS

Zur Amplifikation des Virus wurde Sf9-Suspensionskultur mit dem virushaltigen Uberstand
aus der Transfektion infiziert. Der Uberstand (2 ml) wurde zu 8 ml Zellsuspension
gegeben. Die Endkonzentration der Zellsuspension betrug 2 Mio. Zellen / ml. Nachdem
die Zellen 72 h bei 26 € und 150 rpm Virus produzi erten, wurde nach einer Zentrifugation
(1000 g, 2 min) der Uberstand abgenommen (P1). Mit diesem Uberstand wurde nun eine
weitere Suspensionskultur infiziert. Jetzt wurde der gesamte Uberstand verwendet, um

ein Volumen von 100 ml Zellsuspension zu infizieren, wiederum mit einer
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Endkonzentration von 2 Mio. Zellen / ml (P2). Der Uberstand, der nach weiteren 72 h
abgenommen und wiederum durch eine Zentrifugation gereinigt wurde, diente schliellich
der Expression des gewiinschten Proteins. Uberstande, die nicht sofort verwendet

wurden, lagerten bei 4 T und im Dunkeln.

2.2.12.10 EXPRESSION VON PROTEINEN IN SF9-ZELLEN

Fur die Expression des Zielproteins wurden 100 ml Zellsuspension mit einer
Konzentration von 2 Mio. Zellen / ml, die mit 7 ml Uberstand aus der P2 versetzt wurde,
verwendet. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und das Protein Uber den His-Tag

aufgereinigt (siehe 2.2.16.5)

2.2.13 FLUORESZENZMIKROKOPIE
Die GFP-Fluoreszenz wurde mit dem Floureszenzmikroskop Axiovert 200 M (Zeiss) mit
zugehdriger Kamera und Software (AxioVision 3.1) beobachtet. Die Anregung erfolgte

durch eine UV-Lampe.

2.2.14 DNA-EXTRAKTION AUS HEK293- UND HEK293T-ZELLEN

Der Zelliberstand wurde sauber abgenommen, danach wurden die Zellen in DNA-
Extraktionspuffer aufgenommen und in eine 96-Well-PCR-Platte (Sarstedt) pipettiert. Es
erfolgte eine 2 stindige Inkubation bei 60 T zum P roteinabbau der DNA-bindenden
Proteine, anschlielend wurde die Proteinase K durch eine Inkubation von 15 min bei

95 T inaktiviert. Die Lagerung erfolgte bei -20 T .

DNA-Extraktionspuffer:

Tris 10 mM
EDTA 1 mM
Proteinase K 50 pg/ ml

2.2.15 RNA-ISOLIERUNG AUS HEK293- UND HEK293T-ZELLEN

Das Medium wurde von den Zellen dekantiert, kaltes PBS wurde hinzugefigt und die
Zellen wurden mit dem Zellschaber von der Zellkulturplatte gelést und in ein
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Durch eine Zentrifugation wurden die Zellen pelletiert, der
Uberstand sauber abgenommen und die Zellen in 1ml Trizol (Tri Reagent, Sigma)
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur wurden 200 pl
Chloroform hinzugegeben und die Ldésungen vermischt. In einer Zentrifugation (10 min,
12000 g, 4 ) wurden die Phasen voneinander getrennt. Die obere, wassrige Phase
wurde in ein neues Gefal3 Uberfihrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach einem
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kurzen Schitteln folgte eine weitere Inkubation von 10 min und anschlielend wurde die
geféllte RNA abzentrifugiert (4 C, 10 min, 12000 g). Das Pellet wurde mit 75 % Ethanol
gewaschen, die RNA in 50 pl Aqua dest. resuspendiert und bei -80T gelagert.

2.2.16 ISOLIERUNG VON PROTEINEN

2.2.16.1 ISOLIERUNG VON NATIVEM GESAMTPROTEIN AUS HEK-ZELLEN

Fur die Isolierung von Gesamtprotein aus HEK293- oder HEK293T-Zellen wurde zunachst
das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen wurden nach Zugabe von 10 mli
PBS mit einem Zellschaber geldst. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation (1000 g,
2 min) zur Sedimentation der Zellen. Die Zellen wurden im dreifachen Volumen des
Zellpeletts in eiskaltem Puffer A resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Der hypotone
Puffer A lasst die Zellen anschwellen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zum
Zellaufschluss fur 5 min in Stickstoff gefroren und zum Auftauen auf Eis gestellt. Danach
wurde die Zellsuspension mit dem gleichen Volumen Puffer B gemischt. Der hypertone
Puffer B sorgt dafir, dass ionische bzw. polare Wechselwirkungen gemindert werden, so
konnen z.B. auch DNA-assoziierte Proteine geldst werden. Die Proben wurden 30 min bei
4 T im Kuhlraum gedreht, dann zentrifugiert (4 C, 10 min, 20000 g) und der Uberstand
(nativer Gesamtproteinextrakt) in ein frisches Reaktionsgefal? tberfuhrt. Der Proteingehalt
wurde nach Bradford (siehe 2.2.17) bestimmt und der Extrakt, nach dem Gefrieren in
Stickstoff, bei —80C gelagert.

Puffer A:

HEPES pH 7,6 20 mM
MgCl, 5mM
EDTA 0,1 mM
NaCl 10 mM
Puffer B:

HEPES pH 7,6 20 mM
MgCl, 5mM
EDTA 0,1 mM
NaCl 840 mM
Glycerol 40% (viv)

2.2.16.2 KERNEXTRAKTION AUS HEK-ZELLEN
Die Extraktion von Kernproteinen wurde weitgehend nach Dignam et al. (1983)
durchgefiihrt. Firr die Extraktion wurden 10 groRe Schalen (150 cm?) Zellen ausgesat und

bis zu einer Konfluenz von 90 % inkubiert. Das Medium wurde von den Zellen dekantiert,
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die Zellen wurden in kaltem PBS abgekratzt und auf Eis gesammelt. Es folgte eine
Zentrifugation (500 g, 3 min), nach der das Zellpellet im kaltem PBS aufgenommen und in
ein 15 ml Gefald Uberfihrt wurde. Nach einer weiteren Zentrifugation (1850 g, 10 min,
4 C) wurde das Pellet im funffachen Volumen hypoto nem Puffer aufgenommen und
2 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (1850 g, 5 min, 4 ) wurde die
Schwellungsdifferenz geschatzt und erneut hypotoner Puffer hinzugegeben. Das Volumen
des hypotonen Puffers entsprach dem zweifachen Volumen des anfanglichen
Pelletvolumens minus der Schwellungsdifferenz. Die Zellen wurden resuspendiert und
weitere 10 min auf Eis gehalten. In einem Dounce-Homogenisator (Wheaton) wurden die
Zellen mit 15 Schlagen aufgeschlossen. In zwei anschlielBenden Zentrifugationen
(10000 g, 2 min, 4C und 12000 g, 3 min, 4 ) wurd en Zelltrimmer entfernt. Das
Volumen der resultierenden Kernpellets bestimmt das Volumen der nun zugegebenen
Puffer: die Kerne wurden im halben Volumen Resuspensionspuffer mit abgeschnittener
Pipettenspitze vorsichtig in den Dounce Uberfuhrt, und wahrend der Dounce-
Homogenisator gevortext wurde, erfolgte die Zugabe des gleichen Volumens
Hochsalzpuffer. Nach weiteren 8 Schlagen im Dounce erfolgte eine Inkubation unter
leichtem Drehen im Kihlraum (4 ). Kernmembranen u nd nicht aufgeschlossene Kerne
wurden durch eine Zentrifugation (20000 g, 30 min, 4 ) sedimentiert, der Uberstand
wurde abgenommen und fur 3 h bei 4 € gegen 100-fac hes Volumen Dialysepuffer
dialysiert. Der Dialyseschlauch (Cellulose Ester Dialysis Membrane, Spectra / Por Tech)
wurde zuvor eine halbe Stunde in Aqua dest. vorgequollen und vor dem Befiillen mit
Dialysepuffer gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation (21000 g, 10 min, 4 <C)
wurde die Proteinkonzentration des Uberstandes mittels Bradford Assay (siehe 2.2.17)
bestimmt. Die Lagerung des Kernextraktes erfolgte bei -80 C, nach Frosten in flissigem
Stickstoff.

Hypotoner Puffer:

HEPES pH 7,5 20 mM
KCI 5 mM
MgCl, 0,5mM
Vor Benutzung hinzugefigt:

DTT 0,5 mM
PMSF 1mM
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Resuspensionspuffer:
HEPES KOH pH 7,5 50 mM

Saccharose 10 % (wiv)

Vor Benutzung hinzugegeben:
DTT 1 mM
PMSF 0,2 mM

Hochsalzpuffer:

HEPES KOH pH 7,5 50 mM
Saccharose 10 % (w/v)
KCI 840 mM

Dialysepuffer:

HEPES KOH pH 7,6 25 mM
KCI 100 mM
EDTA 0.01 mMm
Vor Benutzung hinzugefigt:

DTT 0,5 mM
PMSF 0,2 mM

2.2.16.3 NACHWEIS DER EXPRESSION DES ZIELPROTEINS IN SF9-ZELLEN

Diese Methoden wurde genutzt, um die Expression des gewinschten Proteins in
Sf9-Zellen zu kontrollieren.

Von der Sf9-Suspensionskultur (P2) wurden 2 ml entnommen, pelletiert (6000 g, 2 min), in
150 pl Lysispuffer aufgenommen und mit dem Ultraschall-Desintegrator (Sonifier 150,
Branson) 10 sec auf Stufe 7 aufgeschlossen. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation
(20000 g, 5 min), nach der der Uberstand in ein frisches Cup uberfiihrt wurde. Die
Analyse der Expression erfolgte mittels eines SDS-Gels, das mit Coomassie gefarbt
wurde (2.2.21).

Triton Lysispuffer:

Tris HClI pH 7,4 50 mM
Saccharose 0,27 M
Triton X-100 1 % (v/v)
NaF 50 mM
EDTA 1mM
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2.2.16.4 ISOLIERUNG VON NATIVEM PROTEIN AUS SF9-ZELLEN

Die Extraktion von nativen Proteinen aus Sf9-Zellen arbeitet nach demselben Prinzip wie
das Protokoll fur die HEK293-Zellen (siehe 2.2.16.1), jedoch wurden leicht veranderte
Puffer verwendet und der Zellaufschluss erfolgte im Dounce-Homogenisator.

Fur die Extraktion von Gesamtprotein aus Sf9-Zellen wurden die Zellen mit einer
Zentrifugation (1000 g, 5 min) pelletiert und mit PBS gewaschen. Es erfolgte eine weitere
Zentrifugation (1850 g, 5 min, 4 ), nach der der Uberstand sehr sauber abgenommen
wurde. Die Zellen wurden im dreifachen Volumen Puffer A aufgenommen und 15 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Zellaufschluss im Dounce-Homogenisator
(Wheaton) mit 15 Schldgen. Nach der Zugabe von Puffer B (gleiches Volumen wie Puffer
A) erfolgte eine Inkubation unter leichtem Drehen im Kihlraum bei 4 . AbschlieRend
wurden Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene Zellen mit einer Zentrifugation (10000 g,
15 min, 4 ) sedimentiert. Der Uberstand wurde in fliilssigem Stickstoff gefroren und

bei -80 T gelagert.

Puffer A Sf9:

HEPES pH 7,6 20 mM
MgCl, 5mM
EDTA 0,1 mM

Vor Benutzung hinzugefigt:
B-Mercaptoethanol 0,035%
PMSF 0,2 mM

Puffer B Sf9:

HEPES pH 7,6 20 mM
MgCl, 5mM
EDTA 0,1 mM
NaCl 600 mM
Glycerol 40 % (vIv)

Vor Benutzung hinzugefigt:
B-Mercaptoethanol 0,035%
PMSF 0,2 mM

2.2.16.5 AUFREINIGUNG VON PROTEINEN UBER DEN HIS-TAG

Um eine einfache Aufreinigung der Proteine aus Sf9-Zellen zu ermdglichen, wurden die
Proteine mit His-Tag (6xHis) exprimiert (siehe pFastBac HT Plasmide 2.1.4). Der His-Tag
ermdglicht eine Aufreinigung Uber Ni-NTA-Agarose. Der His-Tag wird Uber NTA

(Nitrolotriessigsaure) an die Agarose gebunden, die Elution erfolgte mit Imidazol.
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Zunachst wurden die Lysate (siehe 2.2.16.4) mit Verdinnungspuffer auf eine
NaCl-Konzentration von 250 mM eingestellt und mit 0,2 mM PMSF und 10 mM Imidazol
versetzt. Ni-NTA-Agarose (Qiagen) wurde drei-mal in PBS gewaschen und dann 60 min
mit den Extrakten bei 4 T unter leichtem Drehen in kubiert. Anschlieend wurde die Ni-
NTA Agarose mittels Zentrifugation (1800 g, 5 min, 4 C) sedimentiert und dann viermal
mit Waschpuffer 1 gewaschen. In jedem Waschschritt wurde die Agarose in Puffer
resuspendiert, 2 min auf Eis gehalten, zentrifugiert und der Uberstand sauber
abgenommen. Dann erfolgten drei Waschschritte mit Waschpuffer 2. Fir die Elution
wurden 300 pl Elutionspuffer hinzugegeben, 2 min auf Eis inkubiert, die Agarose
sedimentiert (10000 g, 2 min, 4 ) und der Uberstand abgenommen. Es folgten zwei
weitere Elutionsschritte mit jeweils 600 pl Elutionspuffer. Die Proteinkonzentration der
Eluate wurden im Bradford Assay gemessen (siehe 2.2.17) und die Eluate in flissigem

Stickstoff gefroren und bei -80 T gelagert.

Verdunnungspuffer:

Hepes pH 7,6 25 mM
Glycerol 10 % (viv)
MgCl, 5mM

Waschpuffer 1:

Hepes pH 7,6 25 mM
Glycerin 10 % (viv)
MgCl, 5mM

NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM,
Mercaptoethanol 0,035 % (v/v)

Waschpuffer 2:

Hepes pH 7,6 25 mM
Glycerin 10 % (viv)
MgCl, 5mM

NaCl 100 mM
Imidazol 10 mM,
Mercaptoethanol 0,035 % (v/v)
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Elutionspuffer:

Hepes pH7,6 25 mM
Gycerin 10 % (viv)
MgCl, 5mM

NaCl 100 mM
Imidazol 250 mM
Mercaptoethanol 0,035 % (v/v)

2.2.17 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION NACH BRADFORD

Die  Proteinkonzentration  wurde nach  Bradford (1976) bestimmt. Das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G-250 verschiebt sich bei
der Bindung an Proteine von 465 nm zu 595 nm. Dies wird bei der photometrischen
Bestimmung des Proteingehaltes ausgenutzt.

800 pl Quick Start Bradford Reagenz (Bio-Rad, Minchen) wurden mit 2 ul der zu
messenden Lésung versetzt. Nach funfmindtiger Inkubation wurde die Absorption dieses
Gemisches bei 595 nm gegen einen Nullwert (800 ul Bradfordreagenz mit 2 pl Aqua dest.)
in einem Photometer (DU800 Beckmann Coulter) gemessen. Die Konzentration wurde

mittels der im Gerat hinterlegten Eichgerade automatisch berechnet.

2.2.18 AUFKONZENTRIEREN VON PROTEINLOSUNGEN
Zum Aufkonzentrieren von Proteinlésungen wurden Amicon Ultra Filter (Millipore)
verwendet. Die Probe wurde durch einen Filter entsprechender Gro3e zentrifugiert und

anschliel3end aus dem umgedrehten Filter zuriickgewonnen.

2.2.19 SDS-GELELEKTROPHORESE

Die denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen erfolgte leicht abgewandelt nach
Lammli (1970). Es wurden 10%ige Acrylamidgele mit Sammelgel und 10 Taschen (klein)
oder 28 Taschen (grof3) verwendet. Die Gele wurden nach dem Schema in Tabelle 1
gegossen. Fir kleine Gele wurde die Gelkammer Protean Il (Bio-Rad) und fiir groRe Gele
die Kammer Double Wide (C.B.S.) verwendet. Ein kleines Gel lief bei 25 mA fir ca.
80 min, ein grofRes Gel bei 40 mA in Acrylamidgel-Laufpuffer.

Fir ein SDS-Gel wurden 10 - 50 pg Gesamtprotein verwendet. Die Probe wurde mit 25 %
Roti-Loadl Ladepuffer (Roth) versetzt und 3 min bei 90 C denaturiert.

Acrylamidgel-Laufpuffer:

Tris 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,1 % (w/v)
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Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten 10 %igen Gele mit Sammelgel

Gel (klein) Gel (groR)

Sammelgel Trenngel Sammelgel Trenngel
Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8% 0,33 ml 2mi 0,66 ml 4 ml
TrisHCI 1,88 M pH 8,8 0,4 mi 0,8 ml
TrisHCI 0,625 M pH 6,8 1,2 ml 2,4 ml
SDS 0,5 % 0,4 ml 1,2 ml 0,8 ml 2,4 ml
Aqua dest. 0,87 ml 1,6 ml 1,74 ml 3,2 ml
TEMED 2ul 5ul 4 ul 10 pl
Ammoniumpersulfat 10 % 10 i 30 ul 20 pl 60 pl

Auftrennen grof3erer Proteinkomplexe:

Die Auftrennung groRRerer Proteinkomplexe erfolgte in fertigen Gradientengelen mit einem
Acrylamidgehalt von 3-8 % (NUPAGE Novex Bis-Tris-Acetat Mini Gels) von Invitrogen. Fur
diese Gele wurde die Gelkammer XCell SureLock® (Invitrogen) und der Laufpuffer
NUPAGE Tris-Acetate-SDS Running Buffer (Invitrogen) verwendet. Ein Gel lief eine
Stunde bei 150 V. AnschlieRend wurde das Gel fir 10 min in Laufpuffer mit 0,04 % SDS
geschwenkt. AnschlieBend folgte der Western Blot (2.2.20.1)

2.2.20 PROTEINDETEKTION

2.2.20.1 WESTERN BLoOT

Die SDS-Gele wurden 2 h bei 1 mA / cm? in der Semidry-Blotapparatur (Transblot semidry
transfer cell, Bio-Rad) geblottet. Filterpapier (Munktell, GE Healthcare) und Membran
(Nitrocellulose Membran PROTRAN, Whatman) wurden zuvor im Blotpuffer angefeuchtet.
Nach dem Blotten wurde die Membran zur Kontrolle des Proteintransfers mit Ponceau
angefarbt und in TBS-T entfarbt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation in Blocklésung
(TBS-T mit 5 % Trockenmilchpulver) fir 1 h oder Gber Nacht bei 4 C, um unspezifische
Proteinbindungen abzudecken. AnschlieRend erfolgte die Detektion (2.2.20.2).

Blotpuffer:

Tris pH 8,2 - 8,4 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 %
Methanol 20 %
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Ponceauldsung:
Ponceau S 0,1%

Essigsaure 5%

2.2.20.2 DETEKTION

Alle Antikorper wurden entsprechend den Angaben der Hersteller 1:200 bis 1:10000-fach
in TBS-T mit 5 % Milchpulver verdinnt (siehe 2.1.7). Zunachst wurde die Membran 1 h in
der Losung mit dem priméaren Antikdrper inkubiert, anschlieend 3 x mit TBS-T fur 5 min
gewaschen, dann 1 h im sekundaren Antikorper inkubiert und erneut 3 x fur 5 min
gewaschen.

Wenn als Sekundarantikérper HRP(horseradish peroxidase)-gekoppelte Antikorper
verwendet wurden, wurde die Membran mit der Detektionslésung (Luminata™ Forte
Western HRP Substrate, Millipore) behandelt, bevor sie im LAS-4000 mini (Fuji) detektiert
wurde.

Bei der Verwendung eines mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikdrpers entfiel
die Inkubation mit einer Detektionslésung und die Fluoreszenz wurde je nach
verwendetem Antikdrper bei 680 nm oder bei 800 nm im FLA-9000 (Multi purpose Image
Scanner, Fuji) gemessen. Die Inkubation mit einem fluoreszenzfarbstoffgekoppelten
Antikorper erfolgte im Dunkeln. Die Fluoreszenz-Zweitantikdrper ermdglichen es, zwei
Proteine zur gleichen Zeit auf einem Blot nachzuweisen. Wenn die Erstantikérper
verschiedenen Ursprungs sind, kbnnen verschiedene Zweitantikorper eingesetzt werden,
die bei unterschiedlichen Wellenlangen detektiert werden kénnen.

Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem Programm MultiGauge v3.2 (Fuji).

2.2.21 COOMASSIEFARBUNG VON SDS-GELEN
Fur die Farbung mit Coomassie erfolgte die Inkubation des Gels fir einige Stunden oder
Uber Nacht in Coomassie-L6sung. AnschlieRend wurde das Gel in 20 % Methanol entfarbt

und eingescannt.

Coomassie-LOsung:

Ammoniumsulfat 10 %
Phosphorséaure 2%
CBB G-250 0,1 %

Vor Gebrauch 20 % Methanol hinzufigen
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2.2.22 AUTORADIOGRAPHIE

Fir die Detektion radioaktiv markierter Proben im SDS-Gel wurde die Gelelektrophorese
durchgefuhrt wie in 2.2.19 beschrieben. AnschlieRend wurde das Gel 3 mal 10 min in
Geltrocknungspuffer geschwenkt und zwischen Cellophan-Folien (Roth) im
Geltrocknungsrahmen (Roth) unter dem Anzug getrocknet. Zur Detektion wurde das
getrocknete Gel in eine Plastikfolie gelegt und auf eine Bildplatte (Imaging Plate, Fuiji) in
eine Expositionskassette gelegt. Nach 24 h erfolgte die Detektion mit dem FLA 9000
(Multi purpose Image Scanner, Fuji) im Modus IP. Die Auswertung des Autoradiogramms
erfolgte mit dem Programm MultiGauge v3.2 (Fuiji). Die Bildplatten wurden mit dem Eraser

(Fuiji) geloscht.

Geltrocknungspuffer:

Methanol 25 %
Glycerol 20 %
Essigsaure 10 %

2.2.23 NATIVE PROTEIN-GELELEKTROPHORESE MIT WESTERN BLOT

Fir die nativen Gele wurde das Native PAGE ™ Bis-Tris Gel System von Invitrogen
verwendet. Die Gradientengele mit einem Acrylamidgehalt von 4 - 16 % wurden mit den
zugehorigen Laufpuffern und dem Ladepuffer in dem Gelkammersystem XCell
SureLock® (Invitrogen) benutzt. Das Gel lief 100 min mit einer konstanten Spannung von
150 V.

Anschlielend wurde auf eine PVDF-Membran (Millipore) geblottet. Daflir wurde das Tank-
Blot-System MINIVE Blotter (Hoefer miniVE, Amersham) verwendet. Die Membran wurde
zuvor fur 30 sec mit Ethanol aktiviert, gespilt und dann 10 min in Transferpuffer (NuPage
Transfer Buffer, Invitrogen) inkubiert. Das Gel wurde vor dem Blotten ebenfalls in
Transferpuffer inkubiert. Der Transfer wurde mit einer konstanten Spannung von 25 V fir
1 h durchgefihrt. Anschlie3end erfolgte die Fixierung der Proteine auf der Membran in
8 % Essigsaure fur 15 min. Dann wurde die Membran getrocknet. Auf der getrockneten
Membran wurden die Markerbanden mit Bleistift angezeichnet. Die Membran wurde
zunachst mit Methanol, dann mit Aqua dest. gespult und nach der Ponceaufarbung (zur
Kontrolle des Proteintransfers) in TBS-T mit 5 % Milchpulver fir eine Stunde geblockt. Die

Detektion wurde durchgefuhrt wie unter 2.2.20.2 beschrieben.
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2.2.24 HERSTELLUNG DES MMR-PLASMIDS

Die Herstellung des Substrats fur den MMR-Assay erfolgte im Prinzip wie von Wang et al.
beschrieben (2000). Das Ausgangsplasmid (siehe 2.1.4) basiert auf pUC19 und wurde
mehrfach modifiziert. Es kann in E.coli repliziert werden, nicht jedoch in humanen Zellen
und enthalt Restriktionsschnittstellen fir verschiedene Enzyme, die fir die Herstellung
des Substrates bengétigt werden.

Das DNA-Substrat fir den MMR-Assay (siehe 2.2.25) bendtigt eine Basenfehlpaarung,
die spater im Assay repariert werden soll, und einen Einzelstrangbruch, der im
Reparaturprozess als Strangunterscheidungssignal dient. In Abbildung 9 st die
Herstellung des MMR-Plasmids schematisch dargestellt.

Fur die Herstellung des Substrates wurden zunachst 50 pg Ausgangsplasmid mit der
Nicking-Endonuklease Nt.BstNB | (NEB) 3 h bei 55 € verdaut, so wird ein 32 bp grol3es
Fragment aus einem der Strange entfernt. AnschlieBend wurde das herausgeschnittene
Oligomer entfernt, indem ein zum herausgeschnittenen Fragment komplementares
Oligomer (WHCPDPuriAS) in 50-fachem molarem Uberschuss hinzugefiigt wurde. Der
Reaktionsansatz wurde 5 min bei 85 € inkubiert und anschliel3end langsam auf 20 €
abgekdhlt. Die hybridisierten Oligomere wurden durch eine Amicon-Filtration (Millipore)
entfernt. Anschlieend wurde ein neues Oligomer einligiert. Das neue Oligomer fuhrt zur
Basenfehlpaarung. Fir die Ligation wurde die Plasmidlosung auf 90 pl mit TE-Puffer
aufgefullt, Ligationspuffer und das einzuligierende Oligomer (WHpCPD) hinzugefugt, bei
80 € 5 min inkubiert, langsam auf 20 < abgekuhlt und mit DTT und ATP
(Endkonzentration jeweils 1 mM) versetzt. 50 U der T4-Ligase (NEB) wurden hinzugefiigt
und der Ansatz wurde Gber Nacht bei 16 C inkubiert .

Zur Beseitigung der Ligase und des Ligasepuffers wurde das Plasmid durch eine
Ethanolféllung gereinigt. Die Plasmidldsung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
und 2,5 Volumen Ethanol versetzt und 30 min bei -20 T inkubiert. Die DNA wurde durch
eine Zentrifugation (20000 g, 10 min, 4 C) sedimen tiert, mit 70 % Ethanol gewaschen,
erneut zentrifugiert und in 50 pl Aqua dest. gelost. Da sich die eingeflihrte
Basenfehlpaarung in der Erkennungssequenz von EcoRV befindet, kann Plasmid-DNA,
die die Basenfehlpaarung nicht enthalt, durch eine Hydrolyse mit EcCoRV mit einem
anschlielenden Exonukleaseverdau beseitigt werden. Zunachst wurde die Plasmidlésung
1 h bei 37 € mit EcoRV verdaut, anschlieRend mit E xonuklease V. Dann erfolgte die
Inaktivierung der Enzyme bei 65 € fir 10 min, und die Plasmid-DNA wurde erneut durch
eine Ethanolfallung gereinigt und in Agua dest. aufgenommen. Schlie3lich wurde das
Plasmid mit der Nicking-Endonuklease Nt.BbvCl verdaut. Diese Endonuklease fiihrt den
Einzelstrangbruch ein, der als Strangunterscheidungssignal bendtigt wird. Abschliel3end

erfolgte eine Reinigung tber eine Amicon-Filtration. Die Plasmidldsung wurde auf 100 pl
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aufgefillt und die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Nanodrop. Alle Schritte wurden

durch Agarosegele kontrolliert.

Cc
Ausgangsplasmid

Entfernen eines 32 bp Oligonukleotids

Einligff Momukleotids

Entstehung der Basenfehlpaarung

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Generierung des Substrates fir den MMR-Assay. Aus
dem Ausgangsplasmid wird ein 32 bp langes Fragment herausgeschnitten und durch ein neues
Oligonukleaotid ersetzt. Das neue Oligonukleotid weicht in einer Base von dem entfernten Fragment
ab, so entsteht bei der Ligation eine Fehlpaarung. Abschlielend wird mit einem Restiktionsenzym
ein Einzelstrangbruch eingefiihrt, der spater der Strangunterscheidung dient.

2.2.25 MMR-ASsAY

Der MMR-Assay wurde durchgefuhrt wie in Plotz et al (2006a) beschrieben und beruht auf
zuvor beschriebenen MMR-Assays (Corrette-Bennett and Lahue 1999; Wang and Hays
2002). Eine Darstellung des Ablaufs des Assays findet sich in Abbildung 10.

Fur den MMR-Assay wurde ein Substrat mit einer G-T Fehlpaarung eingesetzt, das
zusatzlich Uber einen Einzelstrangbruch 3° von der Fehlpaarung verfigt, der der
Strangunterscheidung dient. Fir die Reparaturreaktion wurde das zu reparierende

Substrat mit Proteinextrakt von Zellen, die mit MutLa transformiert wurden, inkubiert. Fir
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den MMR-Assay wurden nur Proteinextrakte verwendet, die mit dem Protokoll zur nativen
Proteinextraktion hergestellt wurden (siehe 2.2.16.1). Der Reparaturreaktion wurde
Kernextrakt von HEK293T-Zellen hinzugefugt. Dieser Kernextrakt enthalt kein MLH1, da
HEK293T-Zellen MLH1-defizient sind, gewahrleistet aber, dass alle anderen Faktoren,
wie zum Beispiel MutSa oder EXO |, die fur die Reparatur bendtigt werden, in
ausreichender Menge vorhanden sind. Die Reaktionsansatze fur die Reparaturreaktion

wurden auf Eis zusammen pipettiert, gut durchmischt und fir 30 min bei 37 < inkubiert.

Reaktionsansatz:

50 ug HEK293T-Kernextrakt
5 ug Gesamtextrakt

2 ul Reparaturpuffer 10x
auf 100 mM  KCI

1l ATP 100 mM

35ng DNA-Substrat

auf 20 pl Aqua dest.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 pul Stopp-Ldosung beendet. Es folgte eine
weitere Inkubation von 15 min bei 37 C. Dann erfol gte die Isolation des DNA-Substrates:
Die Ansatze wurden mit TE-Puffer auf 150 ul aufgeflllt, mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion Nukleinsduren und Proteine voneinander getrennt und anschlieBend erfolgte
die Ethanolpréazipitation der DNA. Zum Ansatz wurden 125 ul Phenol (Roti-Phenol, Roth)
gegeben, die Probe wurde gevortext und zentrifugiert (20000 g, 1 min), anschlie3end
wurde der wassrige Uberstand abgenommen, in frische ReaktionsgefaRe uberfiihrt und
mit 150 pl Chloroform versetzt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt erfolgte eine
DNA-Fallung des Uberstands durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Ammoniumacetat
pH 5,2 und 2,5 Volumen Ethanol bei -20 € fur 30 min. Zur Fallungsreaktion wurde
aul3erdem noch 1 pl tRNA (1 pg/pl) hinzugegeben. Durch eine Zentrifugation (20000 g, 30
min, 4 C) wurde die DNA sedimentiert, mit 70 % Eth anol gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation im Reaktionsansatz fur die anschlieRende Hydrolyse mit ECORV und Asel

aufgenommen und fur 1 h bei 37 T inkubiert.

Reaktionsansatz:

1,5 ul NEB Puffer 3

0,15 pl BSA (10 pg/pl, NEB)
1l RNase A (1 pg/ul)
0,5 ul Asel

0,5 ul EcoRV

11,35 ul Aqua dest
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Asel linearisiert das Substrat. Die Basenfehlpaarung des DNA-Substrats liegt in der
Erkennungssequenz von EcoRV. Nur wenn die Reparatur erfolgt ist, kommt es zur
Hydrolyse. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz mit 1,5 pul DNA-Ladepuffer versetzt
und im 2 %igen Agarosegel aufgetrennt (siehe 2.2.11). Bei erfolgter Reparatur sind drei
Fragmente entstanden, ein mit Asel linearisiertes Fragment und zwei weitere durch die
Hydrolyse mit EcoRV. Zu einer vollstandigen Hydrolyse mit ECORV kommt es nicht, da die
Reparaturreaktion mit den im Reparaturansatz enthaltenen Ligasen konkurriert. Zum Teil
werden die Einzelstrangbriiche geschlossen, bevor eine Reparatur stattfinden kann. In
Proben, in denen keine Reparatur erfolgte, entsteht nur ein Fragment.

Die Quantifizierung erfolgte mit den Programmen Quantity One (Bio-Rad) oder Image Lab
(Bio-Rad). Die Banden wurden vermessen, der Anteil reparierten Substrates wurde ins
Verhaltnis zum nicht reparierten Substrat gesetzt und schlief3lich wurde die Reparatur von

untersuchten Varianten relativ zur Positivkontrolle (MLH1 WT) angeben.

Reparaturpuffer 10x:

Tris HCI pH 7,6 200 mM
MgCl,-Hexahydrat 100 mM
dCTP (Sigma) 1 mM
dGTP (Sigma) 1 mM
dTTP (Sigma) 1 mM

ATP 30 mM
BSA (NEB) 0,5mg/ ml
Glutathion 10 mM

Die ATP-Stammldsung und die Glutathion-Stammldsung wurden zuvor mit NaOH neutralisiert.

Stopp-Losung:

Proteinase K 90 pg / ml
EDTA 25 mM
SDS 0,7 %

51



Inkubation des Proteinextraktes DNA-Substrat mit G-T Fehlpaarung:
mit dem DNA-Substrat

l gcggat at Taat gt gac
) cgcctataCttacactg
DNA-Isolierung EcORV
l A Restriktionsschnittstelle

Restriktionsanalyse der Reparatur Einzelstrangbruch

s e | <— linearisiert Asel
Fragmente Restriktionsschnittstelle

Abbildung 10: Ablauf des MMR-Assays. Der zu untersuchende Proteinextrakt wird mit dem DNA-
Substrat und MLH1-defizientem Kernproteinextrakt inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Isolierung
der DNA mittels der Phenol-Chloroform-Methode. Der Erfolg der Reparatur wird mittels der
Restriktion mit den Enzymen EcoRV und Asel kontrolliert. Asel linearisiert das Plasmid. Die
Restriktion mit EcoRV kann nur erfolgen, wenn die Erkennungssequenz des Enzyms durch die
Mismatch- Reparatur wieder hergestellt wurde.

2.2.26 THERMAL-SHIFT-ASSAY

Im Thermal-Shift-Assay wurde die Proteinstabilitat anhand der thermischen Stabilitat
bestimmt. Die Temperatur, bei der sich das Protein entfaltet, wird anhand des Anstiegs
der Fluoreszenz eines Farbstoffes mit einer Affinitdt zu hydrophoben Bereichen des
Proteins bestimmt, die im Rahmen der Entfaltung vermehrt exponiert werden. Im Assay
wurde Sypro Orange (Invitrogen) verwendet.

Zunachst kommt es zu einer basalen Fluoreszenz bei 492 nm. Bei der Auffaltung des
Proteins werden hydrophobe Bereiche prasentiert, an die Sypro Orange bindet. Dies flhrt
zu einer starken Fluoreszenz bei 610 nm. Nach dem Maximum der Fluoreszenz kommt es
wieder zu einer Abnahme. Dies ist damit zu erklaren, dass das Protein durch Aggregation
und Ausfallen der Ldésung entzogen wird. Die Fluoreszenz wird als Funktion der
Temperatur beschrieben. Es folgt ein sigmoidaler Kurvenverlauf und mit der Boltzmann-
Gleichung kann der Wendepunkt der Funktion berechnet werden. Die Methode wird
haufig zur Untersuchung der Interaktionen von kleinen Liganden und einem Protein
verwendet und wird auch als Differential Scanning Fluorimetry (DSF) bezeichnet. Der
Assay wurde fur den Vergleich zwischen MLH1-Varianten und dem Wildtyp-Protein auf

der Grundlage des Protokolls von Niesen et al. (2007) durchgeftihrt.
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Abbildung 11: Typischer Verlauf der Fluoreszenzintensitat fir das Entfalten eines Proteins in
Gegenwart von Sypro Orange. Durch den Anstieg der Temperatur werden hydrophobe Bereiche
des Proteins prasentiert (in grau) und der Farbstoff, der an das Protein gebunden hat, emittiert
Licht von 610 nm. Nachdem das Intensitats-Maximum erreicht ist, nimmt die Fluoreszenz auf
Grund von Aggregation und Prazipitation ab. Ubernommen aus: (Niesen et al. 2007).

Fur den Assay wurde aufgereinigtes Protein, das in Sf9-Zellen exprimiert wurde,
verwendet (siehe 2.2.16.5). Die Reaktion wurde in 96-Well-Platten von Thermo (Thermo-
Fast® 96 PCR Plate) mit den zughérigen Folien (Absolute QPCR Seal) durchgefihrt. In
10 pl Reaktionsansatzen wurden je 1,2 uM Protein mit 2,5 pl kaltem Sypropuffer auf Eis
vermischt. Fir alle Proben wurden jeweils drei Ansatze vermessen. Der Sypropuffer
enthielt das Sypro Orange. Im Realtime-PCR-Gerat StepOnePlus (Applied Biosystems)
wurden die Reaktionsansatze von 25 € auf 75 T auf geheizt. Die Fluoreszenz wurde bei
580 nm mit der Kalibrierung fir TAMRA in 0,3 C Sch ritten gemessen.

Die Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA). Fur die
Berechnung wurde ein Boltzmann sigmoidaler Kurvenverlauf angenommen und der
Wendepunkt der Kurve bestimmt. Fir den Vergleich der Varianten untereinander wurde
die Verschiebung des x-Wertes des Wendepunktes (V50) der Variante im Verhaltnis zu
der des Wildtyps gesetzt.

Sypropuffer 4x:

HEPES pH 7,5 40mM
NaCl 600mM
Sypro Orange 0,004 % (v/v)
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2.2.27 PULSE-CHASE-ASSAY MIT IN VITRO-TRANSKRIPTION UND TRANSLATION
Dieser Assay wurde im Prinzip nach einem Protokoll fir die Ermittlung des Proteinabbaus
von in vitro synthetisierten Proteinen durchgefiihrt (Desviat et al. 2003) und das TNT-T7
coupled transcription-translation system (Promega) verwendet.

Die zu untersuchende MLH1-Variante wurde gemeinsam mit PMS2 im Retikulozytenlysat
exprimiert, dazu wurden 20 ng DNA / pl Ansatz und **S-Methionin zugefiigt. Der Ansatz
inkubierte 30 min bei 30 T, anschlielRend erfolgte das Stoppen der Reaktion durch die
Zugabe von DNase, RNase und unmarkiertem Methionin. Durch die Zugabe von DNase
und RNase wurde der Proteinexpression das Substrat entzogen, durch das unmarkierte
Methionin ist gegebenenfalls neusynthetisiertes Protein nicht markiert. Nun wurde der
Ansatz bei 37 T inkubiert, zum Zeitpunkt 0 und nach weiteren Zeitpunkten wurden
Proben enthommen, mit Ladepuffer (RotiLoadl, Roth) versetzt und bei -20 < gelagert.
Die Auswertung des Proteinabbaus erfolgte durch eine SDS-Gelelektrophorese (siehe

2.2.19) und eine anschlieRende Autoradiographie (siehe 2.2.22).

Die Analyse des Proteinabbaus erfolgte unter der Annahme, dass der Abbau dem Verlauf
einer Exponentialfunktion (c = ¢, * e ** ) folgt.

¢ = Konzentration

cp= Anfangskonzentration

k= Abbaukonstante

t = Zeitpunkt

In

Die Halbwertszeit (HWZ) wurde entsprechend mit HWZ = m berechnet.

Fur die Berechnung der zugrundeliegenden Funktion wurde Microsoft Excel verwendet.

2.2.28 IN SILICO-STABILITATSANALYSE
Fur die in silico-Analyse wurden unterschiedliche Computerprogramme verwendet, die im

Internet frei verfigbar sind und verschiedene Algorithmen benutzen.

MAPP-MMR:

MAPP-MMR (Chao et al. 2008) ist eine Weiterentwicklung von MAPP (Multivariate
Analysis of Protein Polymorphism) (Stone and Sidow 2005) und fur die Klassifizierung von
MLH1- und MSH2-Varianten ausgelegt. MAPP bendtigt ein Alignment und einen
phylogenetischen Baum. Sowohl das Alignment von orthologen Proteinsequenzen als
auch der phylogenetische Baum missen vom Benutzer erstellt werden. Aus dem
phylogenetischen Baum werden uber die Zweiglangen (branch length) und die Topologie

des Baums Gewichtungen fir alle Sequenzen berechnet. Die Gewichtungen von
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Sequenzen, die den untersuchten Aminoséureaustausch tragen, werden multipliziert.
AulRerdem bericksichtigt MAPP physiochemische Parameter wie Hydropathie, Polaritét,
Ladung, Volumen der Seitenkette, sowie freie Energie in der Alpha-Helix oder im
Beta-Faltblatt jeder Aminosaure.

In MAPP-MMR sind Alignment und Baum fir MLH1 und MSH2 bereits hinterlegt, das
entsprechende  Protein  wird ausgewéhlt (MLH1 oder MSH2) und der
Aminosaureaustausch angegeben. Als Ergebnis wird der MAPP-MMR-Score berechnet.
Der mittlere Wert fur einen schadlichen Aminoséureaustausch liegt bei 16,5, der fur VUS
bei 10,8 und der fur neutrale Varianten bei 3,5. Fur Varianten mit einem MAPP-MMR-Wert
von 3 bis 5 wurde eine Einordnung als grenzwertig empfohlen (Chao et al. 2008), da der
Genauigkeitsgrad hier mit 88 % unter dem mit 94,6 % angegebenen Genauigkeitsgrad fur
andere Werte liegt.

Internetadresse: http://mappmmr.blueankh.com/

CUPSAT:

CUPSAT (Cologne University Protein Stability Analysis Tool) verwendet fir die
Vorhersage des Einflusses eines Aminosaureaustausches Strukturinformationen. Die
Berechnung erfolgt auf Basis einer PDB (ProteinDataBase)-Struktur (Parthiban et al.
2006), wobei sowohl in der Datenbank existierende PDB-Strukturen verwendet werden
konnen als auch selbst erstellte.

Fur die Vorhersage der Aminosaureaustausche im C-Terminus wurde das Modell von
Kosinski et al. (2008) verwendet, fir die Berechnung der Variante im N-Terminus das
Modell von Plotz et al. (2006a). Der Server bietet zwei unterschiedliche Einstellungen: die
Vorhersage thermischer oder chemischer Denaturierung. Fir die Berechnung wurden das
unterschiedliche Atompotential und der unterschiedliche Torsionswinkel der Varianten
verwendet.

Internetadresse: http://cupsat.tu-bs.de/

PANTHER:

Mit dem Programm PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)
(Thomas et al. 2003) erfolgt ein Alignment von evolutionar verwandten Proteinen.
Nachdem Eingabe der Proteinsequenz und des gewiinschten Aminosaureaustausches,
wird das Ergebnis als subPSEC- (substitution position-specific evolutionary conservation)
Wert ausgegeben. Der subPSEC-Wert nimmt Werte von O bis uber -10 an, O bedeutet
neutral, -10 hoéchstwahrscheinlich schéadlich. AufRerdem wird noch Pdeleterious
angegeben, dieser Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass der getestete

Aminosaureaustausch die Proteinfunktion beeinflusst und nimmt Werte von 0 bis 1 an. Ein
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subPSEC-Wert von -3 entspricht einer Wahrscheinlichkeit von 50 %, dass der untersuchte
Aminoséaureaustausch Einfluss auf die Proteinfunktion hat (Brunham et al. 2005; Thomas
and Kejariwal 2004).

Internetadresse: http://www.pantherdb.org/

PolyPhen:
PolyPhen (Poly morphism Phenotyping) (Ramensky et al. 2002) nutzt eine Vielzahl von

unterschiedlichen  Datenbanken und  Programmen. Eingegeben  wird die
Aminosauresequenz des Proteins oder die Nummer des Proteins in UniProt (Universal
Protein Database) sowie die Position des Aminosaureaustauschs und die entsprechenden
Aminosauren. Zunachst sucht PolyPhen die Sequenz in der SWALL-Database und gleicht
ab, ob Eintrdge =zur Funktion vorhanden sind, wie 2z.B. Bindungsstelle oder
Transmembrandomane. Im nachsten Schritt werden unterschiedliche Programme genutzt,
die solche Bereiche vorhersagen konnen, z.B. TMHMM fur die Vorhersage von
Transmembrandomanen. AnschlieBend wird nach bekannten Strukturen gesucht und
abgeglichen, ob die untersuchte Aminosaure in Kontakt mit Bereichen bekannter Funktion
steht. Gleichzeitig wird mittels BLAST nach homologen Sequenzen gesucht und ein
Alignment erstellt. Dieses Alignment nutzt die PSIC (position-specific independent
counts)-Software, um eine Matrix zu erstellen, die angibt, wie grof3 die Wahrscheinlichkeit
ist, dass eine Aminosaure an einer bestimmten Position auftritt. PolyPhen berechnet den
Unterschied zwischen den Werten der beiden Aminoséauren an der gewinschten Position.
Zur Vorhersage wird die Differenz der ermittelten PSIC-Scores sowie
Strukturinformationen genutzt, soweit diese vorhanden sind. Das Programm unterscheidet
unkritisch (benign), eventuell schadigend (possibly damaging) und vermutlich schadigend
(probably damaging). Eine Score-Differenz groRer 2 fihrt zur Einordnung als vermutlich
schadigend, eine Differenz zwischen 1 und 2 zur Einordnung als eventuell schadigend
und eine Different kleiner 1 zur Klassifizierung als unkritisch. Inzwischen ist eine
weiterentwickelte Version verflgbar: PolyPhen 2 (Adzhubei et al. 2010).

Internetadresse: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/

SIFT:

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) benutzt Sequenzhomologien (Ng and Henikoff
2001). Der Algorithmus von SIFT setzt voraus, dass Proteinevolution und Proteinfunktion
korrelieren. Fur SIFT dbSNP Protein ist die Eingabe einer RefSeqlD oder einer
GI-Nummer notwendig, sowie die Angabe der Aminoséureaustausche, die berechnet
werden sollen. Das Programm sucht zun&chst nach &hnlichen Sequenzen, wahlt dann

Sequenzen, die eine dhnliche Funktion haben kdnnten, und berechnet ein Alignment. Aus
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dem Alignment wird die Frequenz der einzelnen Aminoséaure an dieser Position und dann
die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten an dieser Position bestimmt. In die Berechnung
geht auch der Rang ein, an dem eine Aminosaure liegt, wenn relative Raten fur alle
Aminosauren nach BLOSUM62 (Henikoff and Henikoff 1992) berechnet werden und von
hoch nach tief sortiert werden. Liegt der resultierende Wert unter 0,05 wird der Austausch
als schadlich bewertet, liegt er dartber, als tolerierbar. Aul3erdem wird noch ein Wert
angegeben, der Uber die Ungleichheit der Sequenzen Aufschluss gibt: Median Info kann
Werte zwischen 0 und 4,32 annehmen und sollte zwischen 2,75 und 3,5 liegen.

Internetadresse: http://sift.jcvi.org/

2.2.29 VERNETZUNGEN VON PROTEINEN IM LYSAT

Um die Interaktion von MLH1 und PMS2 zu untersuchen, wurde das Vernetzungsreagenz
BS® (Bissulfocuccinimidylsuberate, Thermo) verwendet. BS® ist ein homobifunktionaler N-
hydroxysyccinimid Ester (NHS-Ester). NHS-Ester reagieren mit primaren Amino-Gruppen
(-NH2), so kdnnen interagierende Proteine tber den N-Terminus oder die Seitenkette von
Lysinen verbunden werden.

Die Vernetzungsreaktion erfolgte im Proteinextrakt. Im 50 pl Ansatz wurden 25 pl Lysat
mit 5 ul BS® versetzt (Endkonzentration von 5 mM) und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit Tris gestoppt (Endkonzentration 50 mM). Anschliel3end
wurden die Proben mittels SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.2.19) und Western Blot (siehe

2.2.20.1) ausgewertet oder fur eine Coimmunoprazipitation (siehe 2.2.30) eingesetzt.

2.2.30 COIMMUNOPRAZIPITATION

Um die Interaktion zwischen MLH1 und PMS2 zu untersuchen, wurde eines der Proteine
mit einem Antikorper geféallt und anschlieBend detektiert, ob das andere Protein
copréazipitierte.

Fur die Coimmunoprazipitation wurden 200 ug Lysat in ColP-Puffer aufgenommen und
mit 1 pug Antikdrper versetzt. Es wurden die Antikorper anti-hMLH1 (N-20, Santa Cruz
Biotechnology) und anti-hPMS2 (Al16-4, BD Biosciences) verwendet. Es folgte eine
Inkubation von 1 h bei 4 €, dann wurden 20 pl mit PBS gewaschene Protein G-
Sepharose (Invitrogen) hinzugeflgt, und eine weitere Inkubation von 3 h folgte. Dann
wurde die Sepharose 3 x mit 400 pl ColP-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch die
Zugabe von 20 ul Ladepuffer (RotiLoadl, Roth) und das Erhitzen der Proben auf 90 C fur

3 min.

57




ColP-Puffer:

Hepes pH 7,6 100 mM
NaCl 100 mM
EDTA 0,5mM
PMSF 0,2 mM
DTT 1 mM
Triton Lésung 0,1%
Aqua dest. auf 500 pl

2.2.31 QUANTITATIVE REAL TIME-PCR

Die quantitative real time-PCR wurde verwendet, um die mRNA Menge der MLH1-
Varianten zu bestimmen.

Zunachst erfolgte eine DNase-Behandlung der RNA-Proben (siehe 2.2.15). 2 ug RNA
wurden im 10 pl-Ansatz fur eine Stunde bei 37 € mit der DNase behandelt. Anschliel3end
erfolgte die Inaktivierung bei 65 T fur 10 min. Der Erfolg der DNase-Behandlung wurde
mittels PCR Uberprift. Fur die reverse Transkription wurde zunéchst die RNA mit den
Oligonukleotiden (Random Primers, Promega) fir 5 min auf 70 T erhitzt und
anschlielend 5 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von Reaktionspuffer,
Nukleosidtriphosphaten und der reversen Transkriptase. Der Ansatz inkubierte 10 min bei
Raumtemperatur und anschlieBend 50 min bei 50 . Die Proben wurden bei -20 C
gelagert.

Fir diesen Assay wurde eine TagMan-Sonde verwendet, die auf dem 5° Nuklease-PCR-
Test beruht (Holland et al. 1991). Das Prinzip des Assay beruht auf der 5'—>3'
Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase. Es wird eine Sonde eingesetzt, die mit dem
untersuchten  Transkript  hybridisiert. Die Sonde trdgt am 5-Ende einen
Fluoreszenzfarbstoff und am 3 Ende einen ,Quencher”, der die Fluoreszenzemission des
Reporters inaktiviert. Wenn die Tag-Polymerase in der PCR den Gegenstrang zum
untersuchten Transkript synthetisiert, wird die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der
Tag-Polymerase abgebaut und der Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt. Durch die
Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs wird die Produktzunahme als Fluoreszenzzunahme
detektierbar. Fir die Ansatze wurden die DNA aus der reversen Transkription, der
TagMan PCR Mastermix (Applied Biosystems), die Sonde und die Oligonukleotide (siehe
2.1.3) auf Eis gemischt.

Die Emission der Fluoreszenz wurde im StepOnePlus Real-Time-PCR-Gerét (Applied

Biosystems) gemessen.
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Programm:

Temperatur  Dauer Zyklenzahl
Aktivierung 50 C 2 Minuten 1
Aktivierung der Taq 95 <C 10 Minuten 1
Denaturierung 95 < 15 Sekunden 55
Annealing/Elongation 60 C 1 Minute 55

Relative Quantifizierung:

Als Kontrolle wurde das Transkript von GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase) verwendet, um Schwankungen durch unterschiedliche Mengen RNA
auszugleichen. Auf diese Kontrolle wird die Expression des Zielgens normalisiert. Fir die
Quantifizierung von GAPDH wurde eine Standard-Sonde (Hs99999905 m1, Applied
Biosystems) verwendet.

Die Transkriptmenge der MLH1-Varianten wurde relativ. zum Wildtyp mit der
2 **CT _ Methode berechnet. Die Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase der
PCR. Der CT-Wert (threshold cycle) gibt den Zeitpunkt der Amplifikation an, zu dem die
Fluoreszenz die Hintergrund-Fluoreszenz signifikant Ubersteigt. Die CT-Werte der
internen Kontrolle werden von den CT-Werten der Probe subtrahiert, so erhalt man den
ACT-Wert. Von dieser Differenz wird schlie3lich der CT-Wert der Kalibratorprobe (also
des Wildtyps) abgezogen. Mit dem resultierenden AACT Wert wird die n-fache Expression

berechnet; n = 2724¢T-

2.2.32 FRAGMENTANALYSE

Zur Untersuchung der Mikrosatelliteninstabilitdt wurde die Lénge zweier bekannter
Mikrosatelliten per Fragmentanalyse bestimmt. Die Zellen wurden vereinzelt (siehe
2.2.12.6), so dass fur die Fragmentanalyse Nachkommen einzelner Zellen getestet
wurden. Aus diesen Zellen wurde DNA extrahiert (siehe 2.2.14) fur die Amplifikation der
Fragmente mittels PCR (siehe 2.2.8), wobei je eines der Oligonukleotide am 5‘-Ende
farbmarkiert war (siehe 2.1.4). Die Amplifikation wurde mittels eines Agarosegels
Uberprift und die Probe gereinigt. AnschlieRend wurden zu 1,5 uyl Probe 0,5 ul
ROX-Standard (Gene Scan 500 ROX Size Standard, Applied Biosystems) und 8,5 pl
HIDI-Formamid (Applied Biosystems) gegeben.

Die Fragmentanalyse erfolgte mit dem Sequenzierer (3130x| Genetic Analyzer, Applied
Biosystems) mit dem Gene-Mapper-Modul, wobei die Lange des farbmarkierten
Fragments gegen den Standard gemessen wird. Die Auswertung erfolgte mit der

PeakScanner-Software.
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2.2.33 PRUFUNG AUF SIGNIFIKANZ: T-TEST

Zur Prifung von Mittelwertunterschieden wurde der heteroskedastische t-Test verwendet.
Es werden zwei Stichproben verglichen, deren Varianzen nicht gleich sein mussen. Bei
Gleichheit der Mittelwerte nimmt der berechnetet p-Wert den Wert 1 an, ein p-Wert kleiner
0,05 gibt an, dass die Mittelwerte signifikant unterschiedlich sind. Die t-Tests wurden mit

Microsoft Excel berechnet.

2.2.34 SAMMELN KLINISCHER DATEN FUR AUSGEWAHLTE MLH1-VARIANTEN

Fur ausgewahlte Varianten wurde nach Fallen in der Literatur gesucht. Dazu wurde die
InSight-Datenbank verwendet (Peltomaki and Vasen 2004) und die umfangreiche
Auflistung von Referenzen zu einzelnen Varianten aus einer Publikation, in der die
Ergebnisse vorangegangener Studien fir eine Vielzahl von Varianten zusammengetragen
wurden (Chao et al. 2008). AufRerdem wurde in PubMed und lber Google im Internet,
jeweils mit dem entsprechenden Einbuchstaben-Code fir den Aminosaurewechsel, mit
dem Dreibuchstaben-Aminosaure-Code und mit dem entsprechenden Basenwechsel

gesucht.
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Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

Fur die Diagnose des Lynch-Syndroms ist die Identifizierung einer inaktivierenden
Keimbahnmutation in einem der Mismatch-Reparatur-Gene nétig. Bei vielen in Patienten
identifizierten Varianten kann jedoch keine Aussage Uber die Pathogenitédt getroffen
werden. Dies gilt insbesondere fir Missense-Mutationen, d.h. fir Punktmutationen, die zur
Verédnderung einer einzelnen Aminosaure fuhren. Die Einschatzung der Pathogenitét
dieser Varianten ist haufig nur durch experimentelle Daten mdglich, da meistens nicht
gentgend klinische Daten zu den einzelnen Varianten vorhanden sind, um diese zur
Klassifizierung zu verwenden.

In dieser Arbeit wurden MLH1-Missense-Varianten untersucht. Zunachst wurde ein
Screening von MLH1-Missense-Varianten durchgefuhrt. In diesem Screening wurden die
Proteinexpression und die generelle Reparaturfahigkeit der Varianten analysiert. Auf der
Basis des Screenings wurden anschlieRend Varianten ausgewahlt, um die Dimerisierung
von MLH1 und PMS2 zu untersuchen. In einem weiteren Teilprojekt sollte das Ausmalf3
von Einschréankungen der Proteinstabilitéat einzelner Varianten mit dem klinischen Bild

korreliert werden.

3.1 SCREENING VON MLH1-VARIANTEN

Zunachst wurde ein Screening, bestehend aus der Analyse der Proteinexpression und der
Evaluierung der generellen Reparaturfahigkeit, durchgefiihrt. Fur dieses Screening
wurden 58 MLH1-Varianten ausgewahlt. Alle untersuchten Varianten weisen eine
Veranderung in der kodierenden Sequenz auf. Bis auf eine Ausnahme handelte es sich
bei den untersuchten Varianten um Missense-Varianten, d.h. die Varianten enthalten,
verglichen mit dem Wildtyp-Protein, einen Aminosaureaustausch. Die einzige Ausnahme
bildete die Deletionsvariante Y750X, bei der durch eine Punktmutation ein Stoppcodon an
Position 750 entsteht. Dadurch fehlen die letzten sieben Aminosauren. Die meisten der
getesteten Varianten wurden in Patienten identifiziert und der InSight-Datenbank
(Peltomaki and Vasen 2004) entnommen. In Abbildung 12 ist die Lage der untersuchten
Aminosaurewechsel im Protein dargestellt. Fast alle analysierten Aminosaurewechsel
befinden sich in der N-terminalen oder in der C-terminalen Doméane. Diese beiden
Doméanen weisen hochkonservierte Bereiche auf, wahrend der Linker, die verbindende

interne Domaéane, sehr viel flexibler ist.
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NTD Linker |

Abbildung 12: Verteilung der untersuchten Varianten im MLH1-Protein. Die meisten der
untersuchten Varianten befinden sich in der N-terminalen Doméane (NTD) oder in der C-terminalen
Domane(CTD). Diese Bereiche sind starker konserviert, als der flexible Linker, die die beiden
Bereiche miteinander verbindet. In der N-terminalen Domaéne ist die ATPase lokalisiert, in der C-
terminalen Domane befindet sich die Dimerisierungsflache zu PMS2.

Die beiden Parameter Reparaturaktivitat und Proteinexpression wurden fur das Screening
gewahlt, da ein Defekt in einem dieser Parameter am wahrscheinlichsten die Ursache fur
die Pathogenitat darstellt. Abgesehen von einer Ausnahme wurden ausschliellich
Missense-Varianten untersucht, d.h. die Varianten weisen Punktmutationen in der
kodierenden Sequenz auf, die lediglich zu der Veranderung einer Aminosaure im Protein
fuhren. Daher ist es wahrscheinlich, dass die potentielle Pathogenitat dieser Varianten auf
der Proteinebene zu suchen ist und nicht auf RNA-Ebene. Mit der Reparaturaktivitat wird
die katalytische Funktion tberpruft, mit der Expressionsanalyse die Verfugbarkeit des

Proteins.

3.1.1 UNTERSUCHUNG DER PROTEINEXPRESSION

Zur Untersuchung der exprimierten Proteinmenge wurden die MLH1-Varianten zusammen
mit dem MLH1-Dimerisierungspartner PMS2 transient in HEK293T-Zellen transfiziert. Zur
Kontrolle der Transfektion wurde ein Ansatz mit EGFP transfiziert, um so den
Transfektionserfolg und die Effizienz der Transfektion mittels Fluoreszenz-Mikroskopie
abzuschéatzen. Die Zellen wurden im Anschluss geerntet, Proteinextrakte gewonnen und
die Expression durch SDS-Gelelektrophorese und Immunoblotting analysiert. Das MLH1-
Protein hat eine GroRe von 84,6 kDa, das PMS2-Protein hatte nach seiner
Aminosauresequenz eine Grol3e von 95,8 kDa, in der Gelelektrophorese jedoch weist das
Protein eine GroRRe von ca. 110 kDa auf. Diese Differenz wird durch poststranslationale

Veranderungen des PMS2-Proteins verursacht (Raschle et al. 2002).
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Abbildung 13 : MLH1-Expression der untersuchten MLH1-Varianten. HEK293T-Zellen wurden mit
MLH1-Varianten in Kombination mit PMS2 transient transfiziert, anschlieBend wurden die
Proteinmengen auf SDS-Gelen mit anschlieBendem Western Blot tber spezifische Antikrper
detektiert. Die Auswertung und Quantifizierung erfolgte mit dem Programm MultiGauge v3.2 relativ
zur Menge von Wildtyp-MLH1. WT- Wildtyp-MLH1. NK- Negativkontrolle. P- nur PMS2 ohne
gleichzeitige Transfektion mit MLH1. Alle Varianten sind mit der zugehorigen WT-Probe gezeigt.

In Abbildung 13 ist die Expression fur alle untersuchten Varianten im Vergleich zum
parallel transfizierten und analysierten Wildtyp gezeigt. Die Quantifizierung der MLH1-
Expression der Varianten erfolgte relativ zur Expression des MLH1-Wildtyps. Die Kontrolle
der Beladung der SDS-Gele erfolgte durch die Detektion von B-Aktin. Auf3erdem wurde
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PMS2 detektiert. Fur alle Varianten wurden drei bis vierzehn, unabhangige Experimente
durchgefuhrt. In Tabelle A2 (Anhang) sind die gemessen Expressionswerte
zusammengestellt, sowie der Mittelwert (MW), die zugehorige Standardabweichung (o)
und die Anzahl der in die Auswertung einbezogenen Werte (n). AuRerdem wurde mit dem
T-Test Uberprift, ob die gemessene Expression signifikant unterschiedlich von der des
Wildtyps ist. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde in der Tabelle auRerdem angezeigt, ob
der errechnete p-Wert unter 0,05 (*) oder unter 0,01 (**) liegt.

Die ermittelten Expressionswerte sind in Abbildung 14 im Diagramm dargestellt.
Insgesamt zeigen viele Varianten eine vom Wildtyp abweichende Expression. Von den 58
untersuchten Varianten unterschied sich die Mehrheit vom Wildtyp, fir 44 Varianten
wurde eine signifikante Abweichung berechnet (p-Wert < 0,05).

Mehrere Varianten mit einem Austausch im N-terminalen Bereich zeigten eine MLH1-
Expression, die deutlich tUber der des Wildtyps lag. Fir die Varianten 18A, L11A, R18C,
E23D, S106R, V213M und D304V wurden Expressionen Uber 120 % bestimmt. Andere
Varianten mit einem Aminosaureaustausch im N-Terminus hingegen zeigten
Expressionswerte unter 50 %: I8E, N38H, D41G, G65D, T82l, G101D, E102K und
T117M.

Im C-Terminus zeigten die meisten Varianten eine verminderte Expression, nur die
Varianten Q542L, D601G, E663G, L749P, Y750X, K751R und R755S wurden im
Vergleich zum Wildtyp Gber 80 % exprimiert. Die Expression der Varianten L559R, L574P,
L622H, P640S, P648L, L653R, P654L, R659L, R659L, T662P, V664R, L676R und R725C
lag unter 50 %.
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Abbildung 14: Zusammenfassung der MLH1-Expression der getesteten Varianten. Im Diagramm
sind die Mittelwerte aller ermittelten Expressionswerte mit den zugehérigen Standard-
abweichungen dargestellt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass viele MLH1-Varianten tber eine veranderte
Expression verfigen. Wahrend bei Variationen im N-terminalen Bereich sowohl héhere
als auch reduzierte MLH1-Mengen detektiert wurden, wurde fir die Mehrzahl der
Varianten mit einem Aminosaureaustausch im C-terminalen Bereich eine reduzierte
Expression gemessen.
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3.1.2 ANALYSE DER REPARATURFAHIGKEIT

Neben der Expression der 58 Varianten wurde deren Reparaturaktivitat untersucht. Die
Proteinextrakte, die zur Bestimmung der Expression eingesetzt wurden, wurden auch fur
den MMR-Assay verwendet. Da im Assay der gesamte, komplexe Reparaturvorgang
ablaufen muss, ist die Funktionsfahigkeit von MLH1 in vielen Teilbereichen nétig: z.B. in
der Dimerisierung mit PMS2, in der Interaktion mit anderen Proteinen wie EXOI oder
MutSa oder der ATPase-Aktivitat.

Fur den MMR-Assay wurde zu einem MutLa-defizienten Kernproteinextrakt, der sonst alle
fur die Reparatur notwendigen Faktoren enthalt, das DNA-Substrat mit der zu
reparierenden Fehlpaarung und ein Proteinextrakt, der die zu untersuchende MutLa-
Variante enthéalt, gegeben. Eine erfolgreiche Reparatur erzeugt die Erkennungssequenz
eines Restriktionsenzyms im DNA-Substrat, so dass dessen Hydrolyse eine Detektion der
Reparatur ermdglicht (Abbildung 15). Die Auswertung der Reparaturfahigkeit erfolgte
durch die Vermessung der Banden auf den Gelbildern. Zur Auswertung wurde der Antell
reparierter DNA zum Gesamtsignal ins Verhaltnis gesetzt.

In jedem Assay wurde ein Ansatz mit dem Proteinextrakt der Zellen, die mit MLH1-Wildtyp
transfiziert wurde, als Referenz und Positivkontrolle verwendet. Ein Ansatz mit dem
Proteinextrakt der Zellen, die mit EGFP transfiziert wurden, diente als Negativkontrolle.
Der MMR-Assay wurde fir alle Varianten zwischen zwei- und zehnfach durchgefiihrt und
die Mittelwerte der Reparaturaktivitat (MW) und die zugehorige Standartabweichung (o)
wurden bestimmt. Auferdem wurde mit dem T-Test berechnet, ob die
Reparaturaktivitaten der Varianten sich signifikant von der des Wildtyps unterscheiden
(Tabelle A3, Anhang).

Wahrend die detektierten Expressionsmengen den gesamten Bereich von kaum bis sehr
stark exprimiert abdeckten, wurden keine mittleren Reparaturaktivititen detektiert. Die
Varianten zeigten volle Reparaturfahigkeit oder (fast) vollstandigen Verlust (Abbildung
16).
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Abbildung 15: Reparaturaktivitdat der getesteten Varianten im MMR-Assay. Proteinextrakt von
Zellen, die die untersuchte Variante exprimierten, wurde mit einem DNA-Substrat mit einer G-T-
Fehlpaarung und Kernextrakt inkubiert. AnschlieBend wurde der Reparaturerfolg durch einen
Restriktionsverdau Uberprift. Wahrend Asel das Substrat linearisiert, ist eine Hydrolyse mit EcoRV
nur nach erfolgter Reparatur mdglich. Dadurch entstehen bei erfolgreicher Reparatur drei
Fragmente, bei Reparaturdefizienz nur ein Fragment. Auf einem Agarosegel wurden die
entstandenen Fragmente sichtbar gemacht. Ein Assay mit Proteinextrakt von Zellen, die MutLa-
Wildtyp exprimieren, diente als Referenz und Positivkontrolle (WT), eine Probe mit Extrakt von
Zellen, die kein MutLa exprimieren, als Negativkontrolle (NK). Die Ergebnisse der einzelnen
Varianten wurden fir die Abbildung zusammengeschnitten, die Referenz (WT) und
Negativkontrolle (NK) wurden nur einmal gezeigt.

67




Ergebnisse

Viele der Varianten, die einen Aminosaureaustausch im N-Terminus aufweisen (I8A bis
R385P), zeigten eine geringe Reparaturaktivitat. Die Varianten R18C, H109Q, D132H,
V213M, 1219V, R265H und N338S zeigen Reparaturaktivitditen tUber 70 %, fiur alle

anderen Varianten wurden Reparaturaktivitaten unter 50 % bestimmt.
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Abbildung 16: Ubersicht tiber die Reparaturaktivitaten. Im Diagramm sind die Mittelwerte der
Reparaturaktivitdten, die im MMR-Assay bestimmt wurden, zusammen mit den entsprechenden
Standardabweichungen dargestellt.

Die Varianten, die Uber einen Austausch im C-terminalen Bereich verfigen (V506A-
R755W), wiesen fast alle hohe Reparaturaktivititen auf. Lediglich die Varianten Q542L,
L574P, A586P, L653R, R659P, L676R, L749P, X750X, R755S und R755W zeigten eine
Reparatur unter 50 %.

Bei der Berechnung des T-Test wurde die Reparaturaktivitat von 17 Varianten im C-
Terminus als signifikant verschieden von der des Wildtyps bewertet. Neben den oben
genannten Varianten traf dies auch auf V506A, L559R, Q562A, K618A, L622H, P640S
und P654L zu, wenn auch bei sehr viel h6heren Reparaturaktivitéaten.
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3.1.3 ZUSAMMENFASSUNG DES SCREENINGS

Das Screening von Expression und Reparaturfahigkeit der MLH1-Varianten zeigte, dass
viele Varianten in ihrer Expression und/oder Reparaturfahigkeit verandert sind. Abbildung
17 zeigt ein Diagramm aus Reparaturaktivitat und Expression, in das alle im Screening

untersuchten Varianten eingetragen wurden.
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Abbildung 17: Zusammenfassung des Screenings der MLH1-Varianten. Die Varianten wurden in
ein Koordinatensystem aus Reparaturaktivitdt und Expression eingetragen. Grin sind die ,Loss-of-
function“-Varianten markiert, die zwar eine hohe MLH1-Expression aufweisen, aber nicht Uber
Reparaturfahigkeit verfiigen. Mit einem blauen Pfeil sind die Varianten gekennzeichnet, die Uber
hohe Reparaturaktivitaten, aber reduzierte Expression verfiigen.

Die Varianten lassen sich mit Hilfe der Abbildung in unterschiedliche Gruppen einteilen:
die erste Gruppe bilden Varianten, die Uber hohe Expressionswerte und hohe
Reparaturaktivitaten verfugen. Eine zweite Klasse bilden Varianten, fur die niedrige
Expressionswerte und geringe Reparaturaktivitaten bestimmt wurden. Eine dritte
Kategorie bilden die Varianten, die Uber hohe MLH1-Expression verfligen, jedoch tber
niedrige Reparaturaktivitdten. Varianten dieser Gruppe konnen als ,loss-of-function“-
Varianten eingeordnet werden. Die vierte Klasse wird von Varianten gebildet, die tber

hohe Reparaturaktivitdten verfiigen aber unterschiedliche Mengen MLH1 aufweisen.
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Varianten, die keine Reparaturaktivitdat zeigen, konnen als krankheitsauslosend
klassifiziert werden. Die Ergebnisse des Mismatch-Reparatur-Assays konnen fir die
Klassifizierung von Varianten verwendet werden, da die Funktion dieser Proteine in der
Mismatch-Reparatur bekannt ist und die Reparaturdefizienz als Ausléser des Lynch-
Syndroms anerkannt ist (Goldgar et al. 2008). Es ist davon auszugehen, dass Varianten,
die im MMR-Assay keine Aktivitat zeigten, auch in vivo nicht aktiv sind.

Bei den Varianten hingegen, die Gber Reparaturfahigkeit verfligen, jedoch eingeschrénkte
Expression zeigten, kann nach diesem Screening keine Aussage Uber die Pathogenitét
getroffen werden. Um eine Klassifizierung dieser Varianten zu ermdglichen, muss die
Frage beantwortet werden, welche MLH1 Expression flr eine ausreichende Reparatur in
vivo erreicht werden muss.

Eine weitere interessante Klasse von Varianten stellen die ,loss-of-function“-Varianten
dar, die Gruppe von Varianten, die gut exprimiert sind, jedoch keine Reparaturaktivitat
aufweisen. Diese Varianten weisen den Verlust einer Funktion des Proteins auf, somit
kann ihre Untersuchung Ruckschlisse auf einzelne Funktionen des Proteins und

Lokalisation von bestimmten Funktionen im Protein ermoglichen.

3.2 BILDUNG DES HETERODIMERS MuTLa

Die Bildung des Heterodimers aus MLH1 und PMS2 ist essentiell fur die
Reparaturaktivitat. PMS2 wird nur in Anwesenheit von MLH1 effizient exprimiert (Chang et
al. 2000; Brieger et al. 2005; Mohd et al. 2006). Zellen, die kein MLH1 exprimieren,
weisen fast kein PMS2-Protein auf, obwohl normale pms2-mRNA-Mengen detektiert
wurden (Chang et al. 2000). AuRerdem erfolgt ein gemeinsamer Import in den Zellkern
(Wu et al. 2003; Brieger et al. 2005).

Die Dimerisierung von MLH1 und PMS2 sollte mit bereits im Screening betrachteten
Varianten analysiert werden. Zunéchst wurde ein natives Gel mit anschlieRendem
Western Blot durchgefiihrt, um die Bildung von Wildtyp-MutLa zu untersuchen. Im nativen
Gel sollen die Proteine in ihrer Konformation erhalten bleiben, so dass die Bildung eines

Dimers im Western Blot nachweisbar ist.

70




Ergebnisse

1236 kDa
1048 kDa
<+ <+
<+ <+
< ** 4—*x*
242 kDa 4 K% 4 *x
146 kDa <+ *
66 kDa Rk
MLH1 PMS2

Abbildung 18: Abbildung des nativen Gels mit der Detektion von MLH1 und PMS2. Proteinextrakt
von HEK293T-Zellen, transfiziert mit MutLa, wurde im nativen Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran geblottet. AnschlieBend wurden MLH1 und PMS2 detektiert. Die Detektion erfolgte mit
Fluoreszenz-Zweitantikdrpern, so dass beide Proteine gleichzeitig nachgewiesen werden konnten.
Die Monomerbande fir MLH1 und PMS2 wurde jeweils mit * gekennzeichnet, die Dimerbanden mit
** Weitere Banden, die fur MLH1 und PMS2 detektiert werden konnten, wurden mit einem Pfeil
markiert.

Neben den Monomerbanden fir MLH1 und PMS2 wurden auch hdher molekulare
Komplexe detektiert (Abbildung 18). Die in Abbildung 18 mit Sternen gekennzeichneten
Pfeile markieren zwei Banden unterschiedlicher GroRe, die vermutlich das Dimer
reprasentieren. Zu den unterschiedlich grofen Banden konnte es aufgrund von
unterschiedlichen Konformationen des Dimers kommen. Es wurde gezeigt, dass MutLa
zwischen vier verschiedenen Konformationen wechselt (Sacho et al. 2008). Die
verschiedenen Banden koénnten jedoch auch durch Anlagerung anderer Faktoren oder
durch die Bildung von Oligomeren entstehen. Im hdher molekularen Bereich wurden
weitere Banden detektiert, die auf die Bildung von Tetrameren und gréf3eren Aggregaten
hinweisen konnten.

Zur Optimierung der Detektion der Dimerisierung wurde die Dimerbildung von MLH1 und
PMS2 aulRerdem uber die Vernetzung im Lysat untersucht. Das Vernetzungsreagenz BS?,
das primere Amine vernetzt, wurde zu Kernextrakt von HEK293-Zellen gegeben, um so

Proteininteraktionen nachzuweisen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vernetzung des endogenen MutLa im Proteinextrakt. Der Kernproteinextrakt von
HEK293-Zellen wurde mit BS® inkubiert (+). BS® verbindet primare Amine und ist so in der Lage,
Proteine Uber die N-Termini oder Lysine zu vernetzen. Die Detektion der Proteine erfolgte nach
einer SDS-PAGE und einem Western Blot mit Fluoreszenz-Zweitantikérpern. Links ist die
Detektion von MLH1gezeigt, in der Mitte PMS2 und rechts PMS2 in griin und MLH1 in rot.

MLH1 + PMS2

In der nicht behandelten Probe wurde sowohl fir MLH1 als auch fir PMS2 nur das
Monomer detektiert. In der behandelten Probe wurden jeweils eine Monomer-Bande, die
deutlich schwacher ist als in der unbehandelten Probe, und eine héher molekulare Bande
nachgewiesen. Bei der groBeren Bande handelt es sich um das Dimer aus MLH1 und
PMS2. Dies wird dadurch deutlich, dass die Signale von MLH1 und PMS2 (bereinander

liegen.

3.2.1 UNTERSUCHUNG DER C-TERMINALEN DIMERISIERUNG MIT VARIANTEN AUS

DEM SCREENING

Die konstitutive Dimerisierung von MLH1 und PMS2 erfolgt Uber die C-terminale Doméane
(CTD) (Guerrette et al. 1999; Nystrom-Lahti et al. 2002; Plotz et al. 2003). Die strukturelle
Grundlage dieser Dimerisierung wurde zu Beginn der Arbeit kontrovers beschrieben. Fir
yMutLa (MutLa aus Hefe) (Cutalo et al. 2006), das eng verwandt ist mit hMutLa und fur
das MutL-Homodimer aus E.coli (Guarne et al. 2004) wurde eine Dimerisierung mittels
der ,innenliegenden” Subdomanen (internal (In) subdomain) vorgeschlagen. Kosinski et
al. (2008) entwickelten ein Modell, das auf der Kristallstruktur des C-Terminus von MutL
aus E.coli basiert, dessen Dimerisierungsflache jedoch von ,auBenliegenden®
Subdomanen (external (Ex) Subdomain) von MLH1 und PMS2 gebildet wird. Die Kenntnis
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der Lokalisation der Dimerisierungsflache ermoglicht die Beurteilung der Pathogenitét von

Mutationen in diesem Bereich.

3.2.1.1 EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNG DER DIMERISIERUNGSFLACHE

Um die Dimerisierung in vitro zu untersuchen, wurden 19 MLH1-Varianten aus dem
Screening gewahlt, deren Veranderung in einer der beiden vorgeschlagenen
Dimerisierungsflachen, im angrenzenden Bereich oder auRerhalb beider Bereiche im C-
Terminus, lokalisiert sind (Abbildung 20). Die Varianten Q542L, L749P, Y750X, R755S
und R755W weisen einen Aminosaureaustausch in der von Kosinski et al. beschriebenen
.neuen“ Dimerisierungsflache auf. Der Austausch N551T liegt im direkt angrenzenden
Bereich. In der alternativen ,alten“ Interaktionsflache liegen die Veranderungen P648L,
P654L und T622P. Die Varianten R659L, R659P, R659Q und E663G enthalten eine
Alteration im direkt angrenzenden Bereich. Auerdem wurden noch die folgenden
Varianten gewahlt: L559R, A586P, D601G, K618A, L622H und P640S, deren
Veranderungen im C-Terminus aber in keinem der beschriebenen Bereiche liegen.

Diese Varianten wurden zuvor auch von Chao et al (2008) bewertet. Zehn Veranderungen
wurden als ,die Proteinfunktion schadigend” klassifiziert, sieben als unsicher (VUS) und
eine als neutral. Die Deletionsvariante Y750X wurde von Chao et al. nicht betrachtet. In
beiden vorgeschlagenen Dimerisierungsflachen liegen Austausche, die als VUS oder

pathogen bewertet wurden.
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Abbildung 20: Ausgewahlte Varianten fir die Untersuchung der Dimerisierungsflache. Die
Abbildung beruht auf dem Modell von Kosinski et al. (2008): MLH1 ist griin, PMS2 blau. Die ,alte"
Dimeriserungsflache ist gelb eingefarbt, die ,neue” Interaktionsflache orange. Die Varianten, die fir
die Untersuchung der Dimerisierung gewahlt wurden, sind als Kugeln dargestellt (pink). Die
Aminosauren, die bei der Deletionsvariante Y750X fehlen, sind mit dem pinken Kasten markiert.
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Bei der Betrachtung der Expressionswerte der Varianten (Abbildung 21, Tabelle A4,
Anhang) fallt auf, dass sich nicht nur die MLH1-Expression, sondern auch die detektierte
PMS2-Expression stark unterscheidet, obwohl gleiche Mengen des PMS2-Vektors

transfiziert wurden .
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Abbildung 21: Expression von Varianten, deren Aminosaureaustausch in den potentiellen
Dimerisierungsflachen liegt. MLH1 und PMS2 wurden in HEK293T-Zellen exprimiert, nach der
Proteinisolation wurden die Proteinmengen mittels Western Blot bestimmt. A Detektion der
Proteinmenge. B-Aktin wurde als Beladungskontrolle verwendet. B Diagramm der Expression
mehrerer Experimente. Die Proteinmengen wurden jeweils auf WT-MLH1 und WT-PMS2 bezogen
und in % angegeben. Bei den mit * markierten Varianten korrelieren MLH1- und PMS2-Mengen
nicht.

Bei den meisten der getesteten Varianten entsprachen sich die Mengen von MLH1 und
PMS2. Wurde ein hoher MLH1-Gehalt detektiert, wurde ebenfalls ein hoher PMS2-Gehalt
bestimmt. Nur fir drei der getesteten Varianten war dies nicht der Fall: die Variante
Q542L, L749P und Y750X zeigten ein niedriges PMS2-Niveau, obwohl die MLH1-
Expression der drei Varianten im Bereich der des Wildtyps lag (Abbildung 21, mit *
markiert). Die Reduktion der PMS2-Expression war statistisch signifikant (p < 0,05). Die
PMS2 Expression bei diesen drei Varianten entspricht der Expression von PMS2 in
Abwesenheit von MLH1. Dies weist darauf hin, dass PMS2 hier nicht ausreichend von
MLH1 stabilisiert wird.
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Abbildung 22: Coimmunoprazipitation von MutLa. MLH1 wurde mit dem Antikdrper anti-hMLH1
(N-20, Santa Cruz Biotechnology), einem Antikérper, der den N-Terminus von MLH1 bindet, aus
dem Extrakt geféllt. Die Menge des coprazipitierten PMS2 wurde mittels Western Blot
nachgewiesen. A PMS2 coprazipitiert von MLH1-Wildtyp (WT). WK- Waschkontrolle, in diesem
Ansatz wurde in der Coimmunoprazipitation kein Antikérper eingesetzt. B Diagramm der
coprazipitierten PMS2-Mengen fiur die MLH1-Varianten, bezogen auf den Wildtyp (100%). Fir die
Variante R659P wurde auf die Coimmunopréazipitation verzichtet, weil die Expression dieser
Variante sehr gering watr.

Um den Einfluss der Varianten auf die Bildung des Heterodimers weiter zu analysieren,
wurde gemessen, wie viel PMS2 mit MLH1 coprazipitiert wurde (Abbildung 22). Mit allen
MLH1-Varianten wurde PMS2 copréazipitiert. Die Menge des gebunden PMS2 korrelierte
mit der Menge des exprimierten PMS2 (vergleiche Abbildung 21 und Abbildung 22), ein

Defekt in der Bindung war somit nicht nachweisbar.
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Da flr drei Varianten gezeigt werden konnte, dass sie PMS2 nicht stabilisieren, jedoch in
allen drei Féllen trotzdem PMS2 coprazipitiert wurde, wurden diese Varianten zusétzlich
durch Vernetzung mit BS® analysiert (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vernetzung von MutLa und MutLa-Varianten im Lysat. MLH1 und die MLH1-
Varianten wurden mit PMS2 in HEK293T-Zellen exprimiert. Ein Teil der Proteinextrakte wurde mit
dem Vernetzungsreagenz BS® behandelt (+). Die Auswertung erfolgte Gber ein SDS-Gel mit
anschlieBendem Western Blot. Aufgrund der GroRRe der erwarteten Vernetzungsprodukte wurde ein
3-8 %iges Tris-Acetat-Gel verwendet. Die Detektion von MLH1 und PMS2 erfolgte mit
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern, so dass beide Proteine zeitgleich dargestellt werden
konnten. In der linken Abbildung ist die Detektion von MLH1 gezeigt, in der mittleren die von PMS2
und in der rechten ist MLH1 in rot und PMS2 in griin abgebildet. MLH1-Monomer wurde mit einem
roten Pfeil, PMS2-Monomer mit einem grunen Pfeil und die héher molekularen Banden mit einem
gelben Pfeil gekennzeichnet.

Durch die Quervernetzung kam es bei allen Proben zu einer Abnahme des detektierten
Monomers, sowohl fiur MLH1 als auch fir PMS2. Gleichzeitig wurden in den behandelten
Proben hochmolekulare Vernetzungsprodukte nachgewiesen. Die Signale der vernetzten
Produkte waren fur PMS2 (mittlere Abbildung) insgesamt schwécher. Die Abnahme der
PMS2-Monomer-Banden in den mit BS® behandelten Proben wies jedoch darauf hin, dass
auch PMS2 eine Interaktion eingeht.

Das Experiment wurde mit trunkierten MLH1-Proteinen wiederholt. Verwendet wurde eine
MLH1-Variante, der die ersten 200 Aminoséauren fehlen (Plasmid pMLH1 200 Start). Die
verklrzte Variante wurde gewahlt, um auszuschliel3en, dass die Dimerisierung, die
detektiert werden konnte, auf einer Interaktion der N-Termini beruht.
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Obwohl es hier bei den Varianten zu einem deutlich schwécheren Dimer-Signal durch die
Vernetzung der Extrakte kam als bei dem Wildtyp (Abbildung 24), lasst sich dies aufgrund
der insgesamt schwéacheren PMS2-Expression nicht als Interaktionsdefekt interpretieren.
Fir die Varianten wurde auf3erdem noch eine MLH1-Bande der Hohe des PMS2 Signals
detektiert (markiert mit einem schwarzen Pfeil). Dabei konnte es sich um die Bildung

eines MLH1-Homodimers handeln.
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Abbildung 24: Interaktion des MLH1-C-Terminus mit PMS2. Verschiedene MLH1-200Start-
Varianten, denen die ersten 200 Aminosauren fehlen, wurden gemeinsam mit PMS2 in HEK293T-
Zellen exprimiert. Die Lysate wurden mit BS® behandelt (+) und die Vernetzung von MLH1 und
PMS2 wurde mittels Western Blot detektiert. Zum Vergleich wurde jeweils eine unbehandelte
Probe aufgetragen. In der linken Abbildung wurde MLH1 detektiert, in der Mitte PMS2 und im
rechten Bild wurde PMS2 in griin dargestellt und MLHL1 in rot. Die MLH1-200Start-Monomerbande
ist mit einem roten Pfeil, PMS2-Monomer mit einem grinen Pfeil und die Dimerbande mit einem
gelben Pfeil gekennzeichnet. Die Entstehung von MLH1-Homodimeren wurde mit einem
schwarzen Pfeil gekennzeichnet.

Die drei Varianten Q542L, L749P und Y750X stabilisieren PMS2 nicht ausreichend.
Obwohl MLH1 in allen drei Fallen gut exprimiert war, waren die entsprechenden PMS2-
Mengen sehr niedrig. Diese fehlende Stabilisierung resultiert in einer Einschréankung der
Reparaturaktivitat (Tabelle 2). Alle drei Veranderungen liegen in der von Dr. Jan Kosinski

vorgeschlagenen  Dimerisierungsflache. Keine der Varianten, die einen
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Aminosaurewechsel in der anderen potentiellen Dimerisierungsflache aufweisen, zeigte

einen Defekt in der Stabilisierung.

Tabelle 2: Ubersicht der Ergebnisse der Varianten, die fir die Untersuchung der
Dimerisierungsflache verwendet wurden. Neben der Klassifizierung nach Chao et al. wurde fir die
Varianten angegeben: die Expression: *** >70 %, ** 30% - 70 %, * 0% - 30%, die Stabilisierung
von PMS2: k.A. keine Aussage moglich aufgrund der geringen MLH1-Expression und die MMR-
Aktivitat: ***>70 %, ** 30-70%, *0-30%. Die drei Varianten, fur die ein Defekt in der PMS2-
Stabilisierung gefunden wurde, sind rot markiert.

Variante Klassifizierung Ergebnisse der Experimente
nach Chao Expression PMS2 MMR
Stabilisierung | Aktivitat
Q542L VUS ok - o
N551T Del *x k.A. ok
L559R Del ** k.A. ok
A586P VUS ** k.A. *
D601G Del kk + ok
K618A VUS rrx + Frx
L622H Del ** k.A. ok
S640P VUS ** k.A. ok
P648L Del * k.A. ok
P654L Del * k.A. **
R659L Del * k.A. ok
R659P Del * k.A. *
R659Q Neutral *x + ok
T662P VUS * k.A. ok
E663G VUS rrx + Frx
L749P Del e - *
Y750X - ok - *
R755S Del il + *
R755W VUS rrx + *

3.2.1.2 BIOINFORMATISCHE ANALYSE DER DIMERISIERUNGSFLACHE

Die beiden potentiellen Dimerisierungsflachen wurden in Kooperation mit Dr. Jan Kosinski
(Warschau, Polen) bioinformatisch analysiert (siehe Abbildung 25). Zunachst wurde die
Oberflachen-Konservierung von MHL1, PMS2 und dem MutL Monomer aus E.coli in
diesen Bereichen betrachtet. Dazu wurde die Konservierung zwischen homologen
Proteinen auf die Molekuloberflache projiziert. Wéhrend die auf3enliegenden Subdomanen
konserviert sind, was typisch ist fir Protein-Protein-Interaktionen (Valdar and Thornton
2001), trifft das fur die innenliegenden Subdomanen nicht zu. AufRerdem zeigen die
auRRenliegenden Domaénen einen stark hydrophoben Bereich, eine Eigenschaft die haufig

in Dimerisierungsflachen auftritt (Nooren and Thornton 2003; Tsai et al. 1997; Young et al.
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1994). Die andere vorgeschlagene Dimerisierungsflache, aus den innenliegenden
Subdoménen, enthéalt keinen solchen hydrophoben Bereich. Das Ergebnis der
bioinformatischen Analyse weist daraufhin, dass die Dimerisierungsflache von MutLa von
den aulRenliegenden Subdomaéanen gebildet wird und somit die folgende Bereiche umfasst:
die Aminosauren 531-549 und 740-756 in MLH1 und die Positionen 679-699 und 847-862
in PMS2.

>

Ex subdomain

In subdomain

vy)

Ex subdomain

In subdomain

Abbildung 25: Analyse der Dimerisierungsflachen von MutL (E.coli) und den humanen Homologen
MLH1 und PMS2. A Darstellung der Konservierung auf den Molekuloberflachen von MutL, MLH1
und PMS2. Farbgradient von blau=variabel zu rot=konserviert. Die neuvorgeschlagene
Dimerisierungsflache ist in A und B schwarz umrandet, die ,alte” vorgeschlagen fir E.coli (Guarne
et al. 2004) und fur Hefe (Cutalo et al. 2006) ist griin umrandet. In B ist die Molekuloberflache nach
den Atomtypen eingefarbt: Kohlenstoffatome - grau, Sauerstoff — rot, Stickstoff — blau und
Schwefel — orange.
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3.3 UNTERSUCHUNG DER VERMINDERTEN EXPRESSION VON MLH1-

VARIANTEN

Viele der untersuchten Varianten weisen reduzierte MLH1-Proteinexpression bei
weitgehend unveranderter Reparaturfahigkeit auf. Um die Pathogenitat einer Variante
aufgrund ihrer reduzierten Proteinexpression zu beurteilen, muss die minimal nétige
MLHZ1-Expression Klinisch validiert werden. Zunachst wurde jedoch untersucht, worauf die

verminderte Expression der MLH1-Varianten basiert.
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Abbildung 26: Auswahl der MLH1-Varianten fiir die Analyse reduzierter Proteinexpression. Die in
blau dargestellten Varianten wurden fir die weitere Untersuchung verwendet, die rot markierten
Varianten dienten als pathogene Vergleiche.

Fur die weitere Analyse der reduzierten Expression wurden verschiedene MLH1-
Varianten ausgewahlt (Abbildung 26), die im Screening hohe Reparaturaktivitaten zeigten
und unterschiedlich reduzierte Expression aufwiesen: A681T, V718M, E578G, H718Y und
K618A. Die Varianten L622H, P654L, R659P, T117M und L749P wurden als pathogene
Kontrollen verwendet. FUr die Variante L622H wurde eine gemafigte Penetranz, aufgrund
von reduzierter Stabilitat, beschrieben (Borras et al. 2010). Das bedeutet, dass es bei
Tragern dieser Variante seltener oder in hoherem Alter ein Tumor entsteht.

Die Varianten mit der unterschiedlichen Expression sind in blau dargestellt. Diese
Varianten weisen alle eine MLH1-Expression auf, die sich signifikant von der des Wildtyps
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unterscheidet. Fur diese Varianten wurden hohe Reparaturaktivitaten zwischen 88 % und
110 % ermittelt. Lediglich fir den Mittelwert, der fur die Reparaturaktivitdt von K618A
bestimmt wurde, wurde ein p-Wert berechnet, der kleiner ist als 0,05. Bei einer
Reparaturaktivitat von 92 % kann jedoch von voller Reparaturaktivitat ausgegangen

werden.

3.3.1 ERMITTLUNG DER GEBILDETEN MRNA-MENGEN

Zunachst wurden die mRNA-Mengen der ausgewahlten Varianten untersucht, um
auszuschlie3en, dass die unterschiedlichen MLH1-Expressionswerte auf verschiedenen
MRNA-Mengen beruhen. Die mRNA-Mengen wurden mittels quantitativer real time-PCR
ermittelt.

Als zu amplifizierender Bereich wurde fur die PCR ein MLH1-Fragment von 71 bp
gewahlt. Der Bereich, in dem die Sonde hybridisiert, reicht Uber die Exon-Grenze von
Exon 12 zu Exon 13. So wurde sichergestellt, dass keine genomische DNA amplifiziert
werden kann. Aul3erdem liegt in diesem Bereich keine der Varianten aus dem Screening,
so dass diese Sonde fur die Untersuchung aller getesteten Varianten geeignet wére.
Zunachst erfolgte eine Kalibrierung, um zu zeigen, dass die Amplifikation der Matrize
exponentiell verlauft (siehe Abbildung 27).

y =-3,7098x + 53,637

R2=10,9965
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Abbildung 27: Kalibrierung der quantitativen real time-PCR. 10-fach Verdinnungen des Plasmids
pMLH1 wurden in der quantitativen real time-PCR eingesetzt. In der semilogarithmischen
Darstellung ist die Anzahl der eingesetzten MLH1-Kopien gegen den Zyklus, in dem die
Fluoreszenz des durch die Reaktion freigesetzten Farbstoffs tber das Hintergrundsignal stieg,
aufgetragen. Der exponentielle Verlauf erscheint in der semilogarithmischen Ansicht linear. R?ist
das Bestimmtheitsmal3.
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Die aus HEK293T-Zellen, die die untersuchte Variante und PMS2 exprimierten, isolierte
RNA wurde mit DNase behandelt, um Kontaminationen mit Plasmid-DNA auszuschliel3en.
Nach der reversen Transkription wurden die Proben fur die quantitative real time-PCR
eingesetzt. Der Faktor, mit dem sich die mMRNA-Menge der Variante von der des Wildtyps
unterscheidet wurde mit der 2 *“T — Methode berechnet (Abbildung 28).
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Abbildung 28: mRNA-Mengen der untersuchten Varianten. A Aus HEK293T-Zellen, die die MLH1-
Varianten und PMS2 exprimieren, sowie aus HEK293T- und HEK293-Zellen wurde RNA isoliert.
Nach einer reversen Transkription wurde die MLH1-Kopienzahl durch eine quantitative real time-
PCR gemessen. Die mRNA-Mengen wurden relativ zum Wildtyp berechnet. B Aus HEK293-,
HEK293T- und HEK293T-Zellen, die mit MLH1 transfiziert wurden, wurden Proteine isoliert. Die
Detektion von MLH1 erfolgte auf dem Western Blot.

Untersucht wurden die funf Varianten mit reduzierter MLH1-Expression, die beiden
Kontrollen L622H und L654P, da diese Varianten ebenfalls hohe Reparaturaktivitaten und
reduzierte Expression aufweisen, sowie HEK293- und HEK293T-Zellen.

Die Varianten zeigen MLH1-Kopienzahlen, die mit den Werten, die fir den MLH1-Wildtyp
ermittelt wurden, vergleichbar sind und Kkorrelieren nicht mit den ermittelten
Expressionswerten. Die endogene MLH1-mRNA-Menge ist tiber 500-mal geringer, als die
in HEK293T-Zellen, in denen MLH1 uberexprimiert wurde. Diese Differenz ist auf
Proteinebene wesentlich kleiner. In den HEK293T-Zellen, in denen MLH1 Uberexprimiert
wurde, wurde etwa 50-mal so viel MLH1-Protein exprimiert, wie endogenes MLH1 in
HEK293-Zellen.
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MLH1ug 537575 15 30 3.75 7.5 15
PMS2pg 5 3.75 7.5 15
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Abbildung 29: Abhangigkeit des Proteingehalts von der eingesetzten Plasmid-DNA-Menge.
Unterschiedliche Mengen Plasmid-DNA wurden fir die Transfektion von HEK293T-Zellen
eingesetzt. Die Proteinmengen wurden anschlieend auf einem Western Blot detektiert. * markiert
die Plasmidmenge, die in allen Experimenten verwendet wurde.

Die detektierte Proteinmenge reflektierte auRerdem nicht die eingesetzte Plasmid-DNA-
Menge (Abbildung 29). Bei grol3er Menge Plasmid-DNA sinkt die resultierende
Proteinmenge. Bei Proteinmengen zwischen 3,75 pg und 15 pg ist der resultierende

Proteingehalt immer gleich hoch.

3.3.2 BESTIMMUNG DER PROTEINSTABILITAT

Nachdem die mRNA-Mengen der MLH1-Varianten bestimmten wurden und gezeigt
wurde, dass die unterschiedlichen Proteinmengen nicht in unterschiedlichen mRNA-
Mengen begrindet sind, wurde die Proteinstabilitdt einzelner MLH1-Varianten mit
unterschiedlichen Methoden untersucht. Mit dem Thermal-Shift-Assay wurde die Stabilitat
des aufgereinigten MLH1-Proteins untersucht und mit dem Pulse-Chase-Assay wurde der
Abbau des in vitro transkribierten und translatierten Proteins im Lysat analysiert.

Die Proteinstabilitdt sollte auRerdem in vivo detektiert werden. Dazu wurden HEK293T-
Zellen die transient MLH1 oder MLH1-Varianten exprimieren mit Cycloheximid behandelt.
Cycloheximid (CHX) ist ein von Streptomyces griseus produziertes Antibiotikum, das die
Proteinbiosynthese in eukaryotischen Zellen inhibiert. Es wirkt an den 80S-Ribosomen
und hemmt dort sowohl die Initiation als auch die Elongation der Proteinsynthese (Obrig
et al. 1971). Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Proben genommen und der
Proteinabbau wurde anschliel3end mittels Western Blot detektiert. Die mit dieser Methode
beobachteten Ergebnisse erwiesen sich jedoch als wenig reproduzierbar, deshalb wurden

die Ergebnisse hier nicht dargestellit.
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3.3.2.1 ERMITTLUNG DER STABILITAT IM THERMAL-SHIFT-ASSAY

Die Stabilitat der unterschiedlichen MLH1-Varianten wurde im Thermal-Shift-Assay
untersucht. Fir diesen Assay wurde aufgereinigtes MLH1 eingesetzt, das in Sf9-Zellen
exprimiert wurde. Es folgte die Isolierung von nativem Protein und schlief3lich die
Aufreinigung Uber den His-Tag. Hierdurch konnte eine starke Aufreinigung der Proteine
erreicht werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Aufgereinigtes MLH1-Protein, das fur den Thermal-Shift-Assay eingesetzt wurde.
Auf das Gel in der linken Abbildung wurde die Probe zum Vergleich vor und nach der Aufreinigung
aufgetragen. Die rechte Abbildung zeigt Proteinaufreinigungen der verschiedenen Varianten und
des Wildtyps (WT).

Die MLH1-Variante A681T konnte aufgrund schwacher Expression mit diesem Protokoll
nicht in Sf9-Zellen exprimiert und aufgereinigt werden.

Fiur die Untersuchung der Stabilitat wurde das aufgereinigte Protein in Gegenwart von
Sypro Orange von 25 € auf 75 T erwarmt. Sypro Orange binde t an hydrophobe
Aminoséauren, die bei der Entfaltung aufgrund steigender Temperaturen vermehrt

exponiert werden. Die resultierende Fluoreszenz wurde gemessen.
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Abbildung 31: Thermal-Shift-Assay. Aufgereinigtes MLH1 wurde in Gegenwart von Sypro Orange
erwarmt. Sypro Orange bindet an hydrophobe Aminoséauren, die aufgrund der Entfaltung durch die
hdheren Temperaturen vermehrt prasentiert werden. Die Fluoreszenz, die Sypro Orange als Folge
der Bindung an MLH1 aussendet, wirkt als Reporter der Entfaltung. Die roten Kurven stellen die
Fluoreszenz des Wildtyps dar, die gelben bzw. griinen die der jeweiligen Variante.

Die Diagramme in Abbildung 31 zeigen die gemessene Fluoreszenz wahrend der

Erwarmung der Ansatze von 25 € auf 75 C. In rot i st jeweils das Signal das Wildtyps

dargestellt, die Kurve des Signals der jeweiligen Variante ist griin oder gelb geféarbt. Die
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Varianten wurden jeweils gemeinsam mit dem Wildtyp gemessen. Fur E578G, V716M
und H718Y ist die Verschiebung der Kurve der Variante im Verhaltnis zu der des Wildtyps
deutlich zu sehen. Bei der Variante K618A fallt diese Verschiebung geringer aus.

Um den Vergleich der Ergebnisse aller Assays zu ermdglichen, wurde aus den
Fluoreszenzwerten unter Annahme eines Boltzmann-sigmoidalen Kurvenverlaufs der x-
Wert des Wendepunktes (V50) berechnet. V50 ist also die Temperatur der mittleren
Entfaltung. Wenn V50 als Maf3 fur die mittlere Entfaltung des Proteins genutzt wird, kann
die Differenz der V50-Werte als Differenz der mittleren Entfaltung bezeichnet werden. Die
Differenz der V50-Werte wurde nicht aus den Mittelwerten berechnet, sondern aus den
Einzelmessungen.

In Tabelle 3 sind die berechneten Mittelwerte fiur die V50 Werte (MWV50) sowie die
zugehorigen Standardabweichungen (o) angegeben. Die Differenz der V50-Werte ist in
der Tabelle als V50vaiane-V50wr angegeben, ebenfalls mit der zugehdrigen
Standardabweichung. In die Mittelwerte gingen die Ergebnisse von mindestens 10
Experimenten ein. Der MLH1-Wildtyp weist mit 47 T den hdchsten V50-Mittelwert auf, fur
K618A wurde nur ein etwas geringerer Mittelwert berechnet (45,8 ), E578G und V716M
liegen mit 43,2 T bzw. 41,6 T in der Mitte und H7 18Y hat mit nur noch ca. 39 € den
geringsten V50-Wert (Abbildung 32).

Tabelle 3: Ergebnisse der Thermal-Shift-Assays. Darstellung der V50-Mittelwerte, des Wertes fiir
die mittlere Entfaltung des Proteins, sowie die Differenz der V50-Werte mit den dazu gehdrigen
Standardabweichungen.

WT E578G K618A V716M H718Y
MW V50 in T 47,072 43,188 45,803 41,578 39,248
o 2,465 2,605 2,387 1,833 3,057
V50yariante -V50wr in C -4,277 -0,677 -5,980 -7,803
o 1,062 0,500 2,152 0,874
O -
c - T K618A
83 2 - mE578G
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25 mH718Y
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Abbildung 32: Im Thermal-Shift-Assay ermittelte Stabilitatsunterschiede. Das Diagramm zeigt die
Differenzen der V50-Werte zwischen den Varianten und dem Wildtyp (WT). Die V50-Werte geben
den Zeitpunkt der mittleren Entfaltung an.

86




Ergebnisse

3.3.2.2 BESTIMMUNG DER PROTEINSTABILITAT IN VITRO DURCH DEN PULSE-CHASE-
ASSAY

Im Pulse-Chase-Assay erfolgten Transkription und Translation von MLH1 und PMS2 in
vitro, in Gegenwart von radioaktivmarkiertem Methionin (pulse). Anschliel3end wurde die
Proteinsynthese unterbrochen und der Abbau des untersuchten Proteins beobachtet
(chase), indem zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben genommen wurden, die dann auf

einem SDS-Gel mit anschlieBender Autoradiographie ausgewertet wurden.
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Abbildung 33: Proteinabbau im Pulse-Chase-Assay. Nach der in vitro Transkription und Translation
von MLH1 und PMS2 in Gegenwart von **S-Methionin wurde die Proteinbiosynthese unterbrochen
und der Abbau der Proteine verfolgt, indem zu verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen
wurden. AnschlieRend erfolgte die Auswertung mittels SDS-Gel und Autoradiographie (A). In B
wurden die Intensitdten im semilogarithmischen Diagramm dargestellt. Die Signale wurden als
relative Intensitaten angegeben, d.h. die Intensitdt zum Zeitpunkt O wurde auf 100 gesetzt und die
Signale zu den spéateren Zeitpunkten wurden darauf bezogen. Die Y-Achse wurde logarithmisch
dargestellt, so dass der exponentiell verlaufende Abbau linear erscheint.
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Die Autoradiogramme fur den Abbau zweier Proteine sind in Abbildung 33 dargestellt.
Wahrend beim Wildtyp nur eine leichte Abnahme des MLH1-Signals detektiert wurde, war
die Menge an MLH1 AG681T nicht nur zu Beginn deutlich niedriger, auch die Reduktion
des Signals der Proben zu spateren Zeitpunkten war deutlicher. Der Assay wurde fur den
Wildtyp und alle Varianten mehrmals wiederholt. Die Ergebnisse aller Experimente sind in
Abbildung 34 dargestellt und die resultierenden Regressionsgraden zeigen die

unterschiedlichen Abbaugeschwindigkeiten an.

100 |

relative Intensitat

+ Wildtyp
= A6B1T
V716M
+ K618A
* H718Y
E578G

0 100 200 300
Zeit in min

Abbildung 34: Semilogarithmisches Diagramm des Proteinabbaus von Wildtyp und Varianten. Im
Diagramm wurden alle ermittelten Werte als relative Intensitaten aufgetragen und die zugehérige
Regressionsgerade bestimmt.

Die Regressionsgeraden, die aus allen flr eine Variante gemessenen Werten resultieren,
zeigen, dass das Wildtyp-MLH1 schneller abgebaut wurde als die untersuchten MLH1-
Varianten. Die Variante A681T wurde am langsamsten abgebaut. Aus den Funktionen der
Regressionsgeraden wurden die Halbwertszeiten berechnet (Tabelle 4).

Fur den Wildtyp wurde eine Halbwertszeit von Uber 6 h bestimmt, die Varianten E578G,
K618A, V716M und H718Y wiesen Halbwertszeiten von ca. 4 h auf und fir A681T wurde

eine Halbwertszeit von nur 2,7 h bestimmt. Die Halbwertszeiten sind auch in Abbildung 35
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als Saulendiagramm dargestellt. In diesem Assay wurde fir MLH1-Wildtyp die hochste
Stabilitat bestimmt und fur A681T die niedrigste. Die anderen vier Varianten

unterschieden sich kaum.

Tabelle 4: Halbwertszeiten der getesteten MLH1-Varianten bestimmt mit dem Pulse-Chase-Assay.
Die Halbwertszeiten (HWZ) sind in Minuten und Stunden angegeben. Der Abbau wurde als
relativer Abbau, bezogen auf den Wildtyp, angegeben. Au3erdem sind die Abbaukonstante k und
das Bestimmtheitsmal3, als Maf3 fur die Variabilitat der Werte, aufgefuhrt.

Variante HWZ (min) HWZ (h) Abbauin % Kk Bestim.Maf3
WT 383 6,38 100 0,00181  0,5849
K618A 257 4,28 67 0,0027 0,789
V716M 248 4,13 65 0,00280 0,7636
E578G 246 4,10 64 0,00282 0,6558
H718Y 239 3,98 62 0,00290 0,6357
ABSLT 164 2,73 43 0,00423  0,8053
7,00
6,00 Wt
e
© 5,00 mK618A
B 4,00 V716M
2]
& 300 E578G
% 2,00 mH718Y
T 1,00 mAGSLT
0,00

Abbildung 35: Halbwertszeiten der MLH1-Variante, bestimmt durch den Pulse-Chase-Assay. Fir
den Wildtyp wurde mit Gber 6 h die héchste Halbwertszeit bestimmt, fir A681T mit unter 3 h die
niedrigste. Die anderen Varianten wiesen Halbwertszeiten von ca. 4h auf.

3.3.3 IN SILICO-ANALYSE

Zusatzlich zur experimentellen Analyse der Stabilitat der untersuchten Varianten wurde
eine in silico-Analyse mit unterschiedlichen Algorithmen durchgefiihrt. Es sollte getestet
werden, in wie weit die verwendeten Programme die Ergebnisse der Experimente
wiederspiegeln. Die Ergebnisse der in silico-Analysen wurden in Tabelle 5

zusammengefasst.
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Mit CUPSAT wurden die Varianten mit den Einstellungen fir thermische und fur
chemische Denaturierung dberprift. In der Einstellung fir thermische Denaturierung
wurde fir die Varianten L622H, L749P, R659P und E578G ein destabilisierender Einfluss
vorhergesagt. Die Ergebnisse konnten nicht mit den Ergebnissen aus dem Thermal-Shift-
Assay, der sich ebenfalls auf die thermische Stabilitdt bezieht, korreliert werden. Die
Ergebnisse mit den Einstellungen fur die chemische Denaturierung unterscheiden sich
stark von denen fir thermische Denaturierung. FUr Variante T117M wurde ein negativer
Einfluss auf die Stabilitat vorhergesagt, alle anderen Varianten wurden als neutral oder
stabilisierend bewertet.

PANTHER gibt mit Pdeleterious die Wahrscheinlichkeit an, dass der untersuchte
Aminosaureaustausch die Proteinfunktion beeinflusst. Die als pathogen eingeordneten
Varianten L622H, T117M und L749P wiesen Wahrscheinlichkeiten von tber 95 % auf, fur
R659P wurde eine Wahrscheinlichkeit von 72 % ermittelt, fir P654L 61 %. Insgesamt
wurden fUr die Varianten mit verringerter Expression etwas geringere Werte bestimmt. Die
Werte langen zwischen 76 % fir die Veranderung A681T und 45 % fur V716M.

Von PolyPhen wurden alle pathogenen Varianten als ,vermutlich schadigend*
eingeordnet, ebenso die Variante H718Y, wobei ,vermutlich schadigend” die schlechteste
Einschatzung ist. Die Varianten K618A, E578G und A681T wurden als ,vielleicht
schadigend” beschrieben und V716M als gutartig.

SIFT ordnet alle Variante die einen SIFT-Wert von kleiner 0,05 erhalten als schadlich ein,
somit wurde lediglich fur die Veranderungen E578G und V716M kein schadlicher Einfluss
vorhergesagt.

Das Programm MAPP-MMR ermittelte fir alle pathogenen Varianten einen MAPP-MMR-
Wert von deutlich Uber 10 und fir die Varianten mit reduzierter Expression Werte
zwischen 2,78 und 5,06. Varianten mit einem Wert unter 3 werden als neutral
eingeordnet, dies traf auf V716M mit einem Wert von 2,78 zu. Varianten mit Werten
zwischen 3 und 5 werden als grenzwertig (borderline) bezeichnet, das traf auf die anderen
vier Varianten mit eingeschrankter MLH1-Expression zu. Auch wenn K618A mit einem
Wert von 5,06 knapp Uber einem Wert von 5 liegt, so ist der Wert doch deutlich geringer,

als die der pathogenen Varianten, fur die Werte zwischen 11,7 und 37,4 ermittelt wurden.

Die pathogenen Veranderungen wurden von MAPP-MMR, PolyPhen und SIFT als
schadigend vorhergesagt und auch PANTHER bestimmte fUr drei Varianten sehr hohe
und fur die anderen beiden Varianten Wahrscheinlichkeiten deutlich ber 50 %. Jedoch
wurden zum Beispiel von PANTHER fast alle getesteten Varianten als pathogen
vorhergesagt und die geringen Unterschiede in der Expression der funf weiteren

Varianten wurden durch die errechneten Werte nicht widergespiegelt.
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Die hochste Ubereinstimmung zwischen Vorhersage und den Ergebnissen zeigte MAPP-
MMR. Deshalb wurde MAPP-MMR auf alle im Screening betrachteten Varianten
angewendet. In Tabelle 6 sind die MAPP-MMR-Werte fur alle untersuchten Varianten
aufgefuhrt. In Abbildung 36 wurden die ermittelten Werte farblich in dem Diagramm mit

den Ergebnissen des Screenings dargestellt.

Tabelle 6: MAPP-MMR-Werte fir alle im Screening getesteten Varianten. Fiir Y750X konnte kein
Wert berechnet werden, da MAPP-MMR nicht auf Deletionen angewendet werden kann.

Variante MAPP- Variante MAPP- Variante MAPP- Variante MAPP-
MMR MMR MMR MMR
Wert Wert Wert Wert
IBA 23,99 S106R 35,57 L559R 14,96 T662P 3,33
IBE 29,99 H109Q 2,55 Q562A 8,83 E663G 4,27
L11A 20,7 T117M 21,05 L574P 15,98 V664R 32,82
L11E 29,97 D132H 4,73 E578G 4,85 L676R 34,47
R18C 23,4 V213M 1,99 A586P 9,17 AG81T 4,41
119F 9,59 1219V 3,51 D601G 3,03 V716M 2,78
E23D 13,31 R265H 13,62 K618A 5,06 H718Y 3,45
N38H 14,29 D304V 20,7 L622H 12,9 R725C 6,39
D41G 20,85 N338S 2,78 P640S 17,5 L749P 37,37
G54E 39,18 R385C 3,68 P648L 6,87 Y750X -
G65D 35,86 R385P 5,22 L653R 34,11 K751R 2,3
T82I 30,77 V506A 5,56 P654L 19,2 R755S 21,57
K84E 23,17 R522W 4,3 R659L 4,59 R755W 22,31
G101D 36,07 Q542L 24,21 R659P 11,7
E102K 19,54 N551T 7,79 R659Q 3
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Abbildung 36: Ubereinstimmung der MAPP-MMR-Werte mit den Ergebnissen des Screenings. Die
MAPP-MMR-Werte fir alle Varianten wurden farblich dargestellt: rot weist auf einen hohen MAPP-
MMR Wert hin, griin zeigt einen niedrigen MAPP-MMR-Wert an.

Am Diagramm in Abbildung 36 lasst sich zeigen, dass MAPP-MMR die Reparaturfahigkeit

in der Regel gut vorhersagt. Fur fast alle Varianten, fur die geringe Reparaturaktivitaten

bestimmt wurden, wurden MAPP-MMR-Werte tiber 10 (in gelb, orange oder rot) bestimmt

und nur flr eine einzige Variante in diesem Bereich wurde ein Wert unter funf ermittelt

(R385C). Einen Einfluss von reduzierter Expression auf die Pathogenitat von Varianten

kann MAPP-MMR hingegen nicht vorhersagen. Auch Varianten, die Expressionswerte

von unter 50 % aufwiesen, wurden zum Teil als grenzwertig (MAPP-MMR-Wert zwischen

3 und 5) eingestuft.

93




Ergebnisse

34 BESTATIGUNG DER REPARATURDEFIZIENZ VON HEK293T-ZELLEN

IN VIVO

Zunachst sollte bestatigt werden, dass HEK293T-Zellen defizient in der MMR sind. Hierzu
wurden zwei Mikrosatelliten-Loci mittels Fragmentanalyse untersucht.

Die untersuchten Loci BAT25 und BAT26 gehoéren zu den funf Gblicherweise getesteten
Mikrosatelliten (Boland et al. 1998). BAT25 ist eine Wiederholung von 25 Thyminen im
Intron 16 des c-kit Onkogens und BAT26 besteht aus 26 Adeninen im Intron 5 von MSH2.
HEK293- und HEK293T-Zellen wurden so weit vereinzelt, dass die Nachkommen einer
Zelle analysiert werden konnten. Aus diesen Zellen wurde DNA extrahiert und mittels
PCR wurde ein Fragment amplifiziert, das den Bereich der Basen-Wiederholung umfasst.
Die Lange dieses Fragments wurde gegen einen Standard gemessen. In Tabelle 7 sind

die gemessenen Fragmentlangen aufgefihrt.

Tabelle 7: Ermittelte Fragmentlangen fir HEK293- und HEK293T-Zellen fur BAT25 und BAT26. Bei
Proben, bei denen mehrere Werte angegeben sind, wurden verschiedene Fragmentlangen
gemessen. Die HEK293T-Zellen zeigen nicht nur viele Proben mit verschiedenen Fragmenten, es
wurde auch eine Vielzahl von Kombinationen gemessen.

HEK293 HEK293T
BAT25 17x 121 bp 16 x 116 bp
6 X 120 bp 14x  117/120 bp

1x 115/121 bp 9 x 117 bp
9 x 117/121 bp
3 X 118 bp
2 X 116/120 bp
1x 108/111 bp

1x  111/116

1x  116/121bp

1x  110/116
BAT26 42x 116 Dbp 14x  108/112 bp

7x  108/111 bp
4x  109/112 bp
2x  104/108/111 bp
2x  105/108/112 bp
1x  105/108/111 bp
1x  104/108/112 bp
1x  109/113 bp

Die HEK293T-Zellen wiesen eindeutig eine Mikrosatelliteninstabilitat auf. Nicht nur, dass
in den meisten Proben zwei oder drei unterschiedliche Fragmente gemessen wurden, es

wurde auch eine Vielzahl von unterschiedlichen Kombinationen gemessen. Die Vielfalt an
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Kombinationen zeigt, wie schnell sich die Zellen verandern. Die DNA wurde, 28 Tage
nachdem die Zellen zum ersten Mal vereinzelt wurden, extrahiert.

Die Zelle, von der die jeweiligen Zellpopulationen abstammten, wies eine der
Fragmentlangen-Kombinationen auf, aus der die verschiedenen Kombinationen
entstanden. Bei den HEK293-Zellen wurden nur in einer einzigen Probe, fir BAT25, zwei

verschiedene Langen bestimmt.

J”ﬂ " ﬂ'w 'mmfj qj“

Abbildung 37: Signale in der Fragmentanalyse. Das Maximum des Signals zeigt die
Fragmentlangen an. In A wurde ein Fragment detektiert, in B zwei unterschiedliche und in C sogar
drei verschiedene. Gleichzeitig wird ein ebenfalls mit einem Farbstoff markierter Standard
gemessen, so dass die Lange bestimmt werden kann.

3.5 BESTIMMUNG DER ERFORDERLICHEN MLH1-MENGE FUR EINE

AUSREICHENDE REPARATUR

Um die MLH1-Menge zu bestimmen, die notwendig ist, um eine ausreichende Reparatur
zu gewabhrleisten, wurde HEK293-Kernextrakt mit HEK293T-Kernextrakt verdinnt.
HEK293-Zellen sind MHL1-profizient, wahrend HEK293T-Zellen kein MLH1 exprimieren.
Durch die Vermengung der unterschiedlichen Kernextrakte wurde eine schrittweise
Reduktion des endogenen MLH1-Gehalts erreicht. Proben mit einem MLH1-Gehalt von O,
5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, und 100 % wurden im MMR-Assay untersucht
(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Untersuchung des erforderlichen MLH1-Gehalts fiur eine erfolgreiche Reparatur.
HEK293-Kernextrakt (MLH1-profizient) wurde mit HEK293T-Kernextrakt (MLH1-defizient) in
unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt, so dass eine schrittweise Verdinnung von MLH1
erreicht wurde. Diese Proben wurden fir den MMR-Assay eingesetzt. Im Western Blot wurde der
MLH1-Gehalt Gberpriift, die Detektion von B-Aktin diente der Kontrolle der Beladung des Western
Blots. Die berechneten Reparaturaktivitaten sind im Diagramm dargestellt.

Die Reparaturaktivitat nimmt zu bis zu einem Anteil an HEK293-Zellextrakt von 40 %, d.h.
bis zu einem MLH1-Anteil von 40 %. Die Proben mit einem héheren MLH1-Gehalt zeigen
eine gleichbleibend hohe Reparaturaktivitét, die jedoch nicht weiter zunimmt. Demzufolge
reichen 40 — 50 % MLH1 aus, um die maximale Reparatur zu ermdglichen. Bei einem

hoéheren MLH1 Gehalt verbessert sich die Reparatur nicht mehr.
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4 DISKUSSION

Auch wenn Familien aufgrund einer Uberdurchschnittichen Haufung von
Familienmitgliedern mit Kolon- oder Endometriumkarzinomen in jungem Alter einen auf
das Lynch-Syndrom weisenden klinischen Phanotyp zeigen (Jass 1998; Lynch et al.
1998), kann die Diagnose des Lynch-Syndroms nur erfolgen, wenn beim Patienten eine
inaktivierende Mutation in einem der vier Mismatch-Reparaturgene nachgewiesen werden
kann. Die meisten der Mutationen treten in MLH1 auf (Peltomaki and Vasen 2004) und
etwa ein Drittel der detektierten Verdnderungen sind Punktmutationen, die in Missense-
Varianten resultieren. Da diese Veranderungen in ihrer Pathogenitat haufig nicht beurteilt
werden konnen, werden sie als VUS eingestuft und die Angehorigen der Tréger dieser

Varianten erhalten keinen Zugang zu einem pradiktiven genetischen Test und zu

Vorsorgeprogrammen.
4.1 IM SCREENING WURDEN VIER GRUPPEN VON MLH1-VARIANTEN
DETEKTIERT

Fur das Screening wurden Expression und Reparaturaktivitat analysiert. Bei diesen
Parametern ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass viele Varianten betroffen sind. Da im
Screening Missense-Varianten und eine Deletionsvariante untersucht wurden, also
Varianten mit Punktmutationen im kodierenden Bereich, wurde ein Einfluss auf
Transkriptebene als unwahrscheinlich eingeschatzt (Tournier et al. 2008; Santibanez
Koref et al. 2010). Eine weitere Moglichkeit eines Defektes, der zur Inaktivierung von
MLH1 fuhrt, wére eine fehlende Lokalisation in den Zellkern. Jedoch ist zu erwarten, dass
von einem solchen Defekt nur Varianten betroffen sind, die eine Veradnderung in der
Kernlokalisationssequenz aufweisen, aulRerdem ist die Sequenz bekannt (Brieger et al.
2005).

Die Analyse der Expression wurde gewahlt, weil in vorangegangenen Arbeiten gezeigt
wurde, dass die Expression vieler Missense-Varianten eingeschrankt ist (u.a. (Raevaara
et al. 2005; Takahashi et al. 2007; Hardt et al. 2011). Die Analyse der Reparaturaktivitat
mittels des MMR-Assays wurde verwendet, weil hiermit eine katalytische Gesamt-Aktivitét
von MutLa getestet werden kann, die Vvielfaltige Einzelprozesse umfasst: die
Dimerisierung von MLH1 und PMS2, die Interaktion mit anderen Proteinen wie MutSa und
EXOIl, sowie die ATP-Hydrolyse. Das verwendete DNA-Substrat enthalt den
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Einzelstrangbruch 3‘ vom G-T-Mismatch. Wahrend die 5° Reparatur ohne MutLa ablaufen
kann, ist eine Reparatur eines Substrates mit dem Einzelstrangbruch auf der 3'-Seite nur
moglich, wenn MutLa mit seiner Endonukleasefunktion einen weiteren Einzelstrangbruch
auf der 5'-Seite einfuhrt. So wird mit dem MMR-Assay auch die Aktivitat der

Endonuklease Uberpriift.

Das Screening zeigte, dass viele der untersuchten Varianten vom Wildtyp abweichende
Reparaturaktivitaten und Expression aufweisen. Eingeschrankte Proteinexpression ist ein
Kernproblem von MLH1-Varianten: fir 40 % der untersuchten Varianten wurden
MLH1-Mengen unter 50 % im Vergleich zum Wildtyp detektiert. Die Halfte der Varianten
wies eine Reparaturaktivitat unter 50 % auf.

Die Ergebnisse des Screenings kénnen jedoch nicht unmittelbar fur die Bestimmung der
Pathogenitat verwendet werden. Fir die getesteten Parameter, also MLH1-Expression
und Reparaturfahigkeiten, muss zunachst bestimmt werden, in wieweit ein in einem Assay
bestimmter funktioneller Defekt sich in der Pathogenitat einer Variante widerspiegelt.

Die fehlende Validierung ist ein haufiges Problem in der Beurteilung von Varianten. Viele
der Varianten wurden zuvor bereits von anderen Gruppen mit unterschiedlichen
Methoden untersucht (Raevaara et al. 2005; Takahashi et al. 2007; Hardt et al. 2011;
Kondo et al. 2003; Perera and Bapat 2008), jedoch konnte die Pathogenitat haufig nicht
geklart werden, oder die abschlieBende Bewertung beruhte auf einer subjektiven
Einschatzung, da keine Validierung vorlag.

So wurde die Expression von Raevaara et al. lediglich in ,normal® und ,vermindert"
(Raevaara et al. 2005) und von Takahashi et al. und Hardt et al. in < 25 %, 25-75 % und
>75% unterteilt (Takahashi et al. 2007; Hardt et al. 2011). Diese Unterteilungen waren
zum einen abhangig von der Moglichkeit der sensitiven Vermessung und zum anderen
waren die Grenzen letztendlich willkurlich festgesetzt.

Aus dem Screening wurden Varianten mit Veranderungen im C-Terminus fur die
Untersuchung der Dimerisierung von MLH1 und PMS2 gewahlt. Aul3erdem wurden
Varianten ausgesucht, um die nétige MLH1-Menge zu validieren, die eine ausreichende

Reparatur gewahrleistet und damit zur Apathogenitét fuhrt.
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4.2 DIE DIMERISIERUNGSFLACHE WIRD VON DEN AURENLIEGENDEN

SUBDOMANEN GEBILDET

Die Bildung des MutLa-Dimers ist fir die Mismatch-Reparatur notwendig. Die
grundlegende Dimerisierung erfolgt Uber den C-Terminus von MLH1 und PMS2
(Guerrette et al. 1999; Nystrom-Lahti et al. 2002; Plotz et al. 2003), die genaue
Interaktionsflache wurde jedoch kontrovers beschrieben. Ein Modell schlug vor, dass die
Dimerisierungsflache durch die ,innenliegenden* Subdoménen (internal subdomains)
(Cutalo et al. 2006; Guarne et al. 2004; Kosinski et al. 2008) gebildet werden, ein
anderes, dass die Interaktionsflache aus dem ,aufRenliegenden* Subdoménen (external
subdomains) besteht (Kosinski et al. 2008).

19 MLH1-Varianten, die eine Veranderung im C-Terminus aufwiesen, wurden auf einen
Defekt in der MLH1-PMS2-Dimerisierung untersucht. Die Lage der Veranderungen in der
Proteinstruktur und die Auswirkung auf die Dimerisierung ist in Abbildung 39 dargestellt.
Die Veranderungen von sechs untersuchten Varianten lagen in der von Dr. Jan Kosinski
vorhergesagten Interaktionsflache (Kosinski et al. 2008), oder in direkter Nachbarschaft.
Drei dieser Varianten stabilisierten PMS2 nicht. Fur die drei Varianten Q542L, L749P und
Y750X wurden sehr geringe PMS2-Mengen detektiert, obwohl stets die gleiche
Plasmidmenge in die Zellen transfiziert wurde. Die fehlende Bildung funktionsfahigen
MLH1-PMS2-Heterodimers spiegelte sich in den niedrigen Reparaturaktivitdten wider.

Fur keine der Varianten, deren Verdnderungen in der anderen vorgeschlagenen
Dimerisierungsflache (Cutalo et al. 2006; Guarne et al. 2004) oder der direkten
Umgebung lokalisiert sind, konnte eine fehlende PMS2-Stabilisierung nachgewiesen
werden. Zwar zeigten die Varianten, deren Veranderungen in der potentiellen
Interaktionsflache liegen (P648L, T662P und P654L), eine so geringe MLH1-Expression,
dass Rickschlisse auf die PMS2-Stabilisierung kaum mdoglich sind, jedoch wiesen die
drei Varianten hohe Reparaturaktivitaten auf. Da die Bildung des Heterodimers fir die
Mismatch-Reparatur essentiell ist, kann davon ausgegangen werden, dass Varianten, die
reparieren keinen Defekt in der Dimerisierung aufweisen.

Fir die Variante R659P wurde zuvor in verschiedenen Arbeiten, mit Methoden wie Hefe-
Zwei-Hybrid-System (Yeast Two-Hybrid), Affinitatsanalysen und Coimmunoprazipitation,
ein Effekt auf die Dimerisierung gezeigt (Kondo et al. 2003; Fan et al. 2007; Raevaara et
al. 2005; Nystrom-Lahti et al. 2002; Gargiulo et al. 2009), was die Theorie unterstitzte,
dass die Dimerisierungsflache von der innenliegenden Subdoméne gebildet wird. Jedoch
konnte es bei dieser sehr stark destabilisierenden Verdnderung zu einem Ausfall der
Dimerisierung aufgrund einer partiellen Entfaltung kommen, da ein Prolin in die a-Helix
eingefugt wird, das diese unterbricht (Abbildung 39). Der Ausfall der Dimerisierung wirde
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somit nicht auf der spezifischen Veranderung der Interaktionsflache beruhen. Dies wird
dadurch bestéatigt, dass die beiden anderen Veranderungen an dieser Position (R659L
und R659Q), die ebenfalls untersucht wurden, PMS2 stabilisierten.

D601G...
Y "
& )Qwi2r
- gEBBBG , Y7502
K618A DR659L/P/Q L749P
(9 K (f‘g : “w R755S/W
A586P 6540 7 N551T
L622?’3 “Adh @ - &)
6408 o ooy Lv
%‘ LSS.QR ) 0542 \( _\,_Q\J"/ \ »
- F 4
P648L ) KN | .
S~ @ "

Abbildung 39: Lage der untersuchten Missense-Veranderungen in der Proteinstruktur und ihre
Auswirkungen auf die Dimerisierung. MLH1 ist grin, PMS2 ist blau. Die Varianten, die die
Dimerisierung beeinflussen sind rot gefarbt. Die Varianten, die keinen Effekt auf die Dimerisierung
zeigten sind gelb und die Varianten, fir die geringe MLH1-Mengen detektiert wurden, sind blau
markiert. Die Deletionsvariante Y750X ist mit einem Kasten gekennzeichnet. Die Aminosduren
R659 und R755 sind grin gefarbt, da an diesen Positionen mehrere Veranderungen mit
verschiedenen MLH1-Expressionen untersucht wurden. Die von Kosinski et al. vorgeschlagene
Interaktionsflache (Kosinski et al. 2008) ist in orange gekennzeichnet, die von Guarne et al und
Cutalo et al. vorgeschlagene (Guarne et al. 2004; Cutalo et al. 2006) gelb.

Die von Dr. Jan Kosinski durchgefiihrte bioinformatische Analyse bestatigte die
experimentellen Ergebnisse. Typische Kennzeichen von Protein-Protein-
Interaktionsflachen sind die Konservierung dieser Bereiche zwischen homologen
Proteinen (Valdar and Thornton 2001) und das Auftreten eines stark hydrophoben
Bereichs (Nooren and Thornton 2003; Tsai et al. 1997; Young et al. 1994). Die von
Kosinski et al. vorgeschlagene Dimerisierungsflache tragt diese beiden Merkmale, die
zuvor vorgeschlagene Dimerisierungsflache aus den innenliegenden Subdomanen nicht.

Die Dimerisierung uber die innenliegenden Subdomaéanen (die ,alte* Dimeriserungsflache)
wurde aufgrund der Ergebnisse von  Oberflachenmodifikationsexperimenten
vorgeschlagen (Cutalo et al. 2006). In dem Experiment wurden drei Lysine in der C-
terminalen Domane identifiziert, die im Dimer verborgen sind, im Gegensatz dazu aber im
Monomer sichtbar. Diese Ergebnisse konnen jedoch auch damit erklart werden, dass es

weitere proteininterne Interaktionen mit der N-terminalen Domane oder mit der
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Linkerregion gibt, oder dadurch, dass es in Folge der Dimerisierung zu

Konformationsédnderungen kommt, die zu einer ,Verdeckung” der Lysine flihren.

Obwohl fur die drei Varianten gezeigt wurde, dass PMS2 nicht stabilisiert wird, kam es
nicht zu einem vollstandigen Bindungsverlust. Sowohl in der Coimmunoprazipitation, als
auch mit der Vernetzung durch BS® war eine Dimerbildung nachweisbar, auch wenn diese
aufgrund der geringen PMS2-Menge nicht quantifiziert werden konnte. In der Vernetzung
von C-terminalem MLH1 und PMS2 konnte gezeigt werden, dass MLH1 ein Homodimer
bildet (Abbildung 24). In vivo bildet MLH1 nicht nur mit PMS2 Heterodimere, sondern auch
mit PMS1 und MLH3. PMS1 wird genau wie PMS2 von MLH1 stabilisiert und liegt etwa
10-mal seltener in der Zelle vor als PMS2 (Raschle et al. 1999). MLH3 hingegen ist auch
ohne MLHL1 stabil, ist jedoch 60-mal seltener in der Zelle vorhanden als PMS2 (Cannavo
et al. 2005). Wenn PMS2 nicht ausreichend stabilisiert wird, konnte es zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts unter den Bindungspartnern in Richtung von MLH3
kommen, da MLH3 nicht von MLH1 stabilisiert werden muss. Auf3erdem kdnnte MLH1

auch in vivo als Monomer und als Homodimer vorliegen.

Zusammenfassend wurde anhand experimenteller und bioinformatischer Methoden
gezeigt, dass die Dimerisierungsflache des humanen MutLa von den auf3enliegenden
Subdoménen gebildet wird (Kosinski et al. 2008) und nicht von den innenliegenden
Subdomaéanen (Guarne et al. 2004; Cutalo et al. 2006).

Fur diese drei stabilen MLH1-Varianten wurde somit die molekulare Ursache der
Mismatch-Reparatur aufgeklart. Die Variante Y750X wurde in mehreren Patienten in
Grof3britannien und China detektiert (Syngal et al. 1999; Stone et al. 2001; Wang et al.
2006), jedoch sind keine Kosegregationsanlysen vorhanden. Die Variante Q542L wurde
bei koreanischen Patienten nachgewiesen (Han et al. 1995; Shin et al. 2004) auch fir
diese Variante liegen keine Informationen (ber Kosegregationsanalysen vor. Q542L
wurde in verschiedenen Studien mit unterschiedlichem Ergebnis untersucht: mehrere
Gruppen konnten keinen Effekt auf die MLH1-Funktion nachweisen (Guerrette et al. 1999;
Kondo et al. 2003; Shimodaira et al. 1998), andere Gruppen stuften die Variante als
schadlich ein (Takahashi et al. 2007; Ellison et al. 2001). Neben der geringen
Stabilisierung von PMS2 wurde in den Experimenten mit stark Uberexprimiertem MutLa
eine Reparaturfahigkeit von unter 40 % detektiert. Dadurch, dass in vivo die Verfligbarkeit
von MutLa durch die mangelnde Stabilisierung durch MLH1 eingeschrankt wird, wird sich
die Reparaturaktivitat weiter verringern. Fur die anderen beiden Varianten wurden noch
geringere Reparaturaktivitdten von 10 % und 15 % bestimmt, so dass alle drei Varianten

als pathogen eingestuft werden kénnen.
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4.3 DIE REDUZIERTE MLH1-EXPRESSION BERUHT AUF VERMINDERTER

PROTEINSTABILITAT

Bevor der Einfluss der reduzierten MLH1-Menge auf die Auspragung des Lynch-
Syndroms analysiert wurde, wurde die Ursache der reduzierten Expression untersucht.

Um auszuschliel3en, dass die verminderte Proteinmenge in den Experimenten in einer
geringeren Transkriptmenge begrindet ist, wurde eine quantitative real time-PCR
durchgefuhrt. Es wurde demonstriert, dass die Transkriptmengen der verschiedenen
Varianten etwa gleich grof3 sind. Weiterhin wurde gezeigt, dass in den HEK293T-Zellen,
die MLH1 uberexprimieren, mehr als 500-mal mehr Transkript vorliegt, als in den
HEK293-Zellen, die Uuber endogenes MLH1 verfigen. Diese Unterschiede der
Transkriptmengen spiegeln sich nicht in den Proteinmengen wieder: die MLH1-
transfizierten HEK293T-Zellen wiesen ca. 50-mal so viel MLH1-Protein auf, wie die
HEK293-Zellen endogenes MLH1. Vermutlich ist in den transfizierten Zellen so viel MLH1-
Transkript vorhanden, dass viele Transkripte nicht translatiert werden. Das wirde
bedeuten, dass die Transkriptmenge durch die starke Uberexpression nicht kritisch ist fiir

die Proteinmenge.

Die Proteinstabilitdt der Varianten wurde mit verschiedenen Methoden untersucht. Die
Ergebnisse der Methoden unterscheiden sich etwas. Keine der verwendeten Methoden
spiegelt die natirliche Situation wieder und mit den verschiedenen Methoden wurden
unterschiedliche Parameter getestet. Es wurde daher versucht, die Destabilisierung mit
anderen Methoden zu verifizieren und den geeignetsten Assay zu finden.

Da Aminosaureaustausche, die Proteinstabilitat durch die Entstehung (lokaler)
Fehlfaltungen beeinflussen kdnnen, die Proteine einerseits fiir den proteolytischen Abbau
bestimmen und gleichzeitig die thermische Stabilitat beeinflussen (Parsell and Sauer
1989), wurden zwei ganz unterschiedliche Assays verwendet. Wahrend der Pulse-Chase-
Assay die Proteindegradation im proteolytischen Abbau darstellt, wird im Thermal-Shift-
Assay die thermische Stabilitit beobachtet. Im Pulse-Chase-Assay wurde in vitro
transkribiertes und translatiertes Protein eingesetzt, wahrend fur den Thermal-Shift-Assay
aufgereinigtes MLH1 verwendet wurde. AuRerdem wurde im Pulse-Chase-Assay der
Abbau des Dimers beobachtet, PMS2 wurde ebenfalls in vitro transkribiert und translatiert,
wahrend im Thermal-Shift-Assay die Entfaltung des MLH1-Monomers untersucht wurde.
Auch wenn die beiden Assays unterschiedliche Ergebnisse zeigten und sich von den

Ergebnissen der Expressionsanalyse unterschieden, so konnte doch gezeigt werden,
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dass alle funf untersuchten Varianten instabil sind. Die Variante A681T war am starksten
destabilisiert. Sie wies die geringste Halbwertszeit im Pulse-Chase-Assay auf und konnte
im Thermal-Shift-Assay nicht eingesetzt werden, da sie in Sf9-Zellen nicht ausreichend

exprimiert wurde.

4.4 DIE VERWENDETEN ALGORITHMEN SAGEN DIE PATHOGENITAT

AUFGRUND VON REDUZIERTER PROTEINSTABILITAT NICHT VORAUS

Unterschiedliche Algorithmen wurden verwendet, um zu untersuchen, ob sie mit den
Ergebnissen der Experimente Ubereinstimmen und somit eine (zumindest tendenziell)
richtige Pathogenitatsvorhersage moglich ist. Die Vorhersage von MAPP-MMR Kkorrelierte
am besten mit den Ergebnissen der Experimente und wurde deshalb auf alle Varianten
angewendet (siehe 3.3.3). Der Algorithmus erzeugte flr reparaturdefiziente Varianten
durchgehend hohe Werte, was mit hoher Pathogenitdtswahrscheinlichkeit assoziiert ist.
Diese wurden somit korrekt erkannt. Die Pathogenitat infolge reduzierter Stabilitat wurde
jedoch nicht erkannt. Da die Vorhersage von MAPP-MMR auf der Konservierung
einzelner Aminosauren in homologen Sequenzen beruht, war zu erwarten, dass der
Austausch von Aminosduren, die eine katalytische Funktion (bernehmen, besser
vorausgesagt werden kann, da diese meist starker konserviert sind. Die
Dimerisierungsvarianten L749P und Q542L weisen sehr hohe, L749P sogar den hdchsten
berechneten Wert, auf.

In die Analyse von MAPP-MMR flieRen neben der Konservierung auch Eigenschaften der
betreffenden Aminosauren ein, wie die Ladung oder die Hydropathie. Die Einschatzungen
von SIFT, PANTHER und PolyPhen beruhen ebenfalls auf Sequenzhomologien, auch
wenn teilweise noch andere Parameter einflieRen. Auch diese Programme zeigten die
Tendenz, die bekannten pathogenen Varianten zu identifizieren. Der Algorithmus
CUPSAT soll explizit die Auswirkungen von Aminosaurewechseln auf die Stabilitat
vorhersagen, die Ergebnisse korrelierten jedoch nicht mit den Ergebnissen der
Experimente. Die Ergebnisse bekraftigen, dass es der in silico-Vorhersage der Stabilitat
an Genauigkeit fehlt (Potapov et al. 2009). Fur die Vorhersage der Reparaturfahigkeit
kann MAPP-MMR jedoch im Rahmen der Untersuchung einer Variante herangezogen
werden: ein hoher Wert ist ein guter Indikator fir Pathogenitat, niedrige Werte haben

jedoch eingeschrankte Aussagekraft.
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4.5 IM MMR-ASSAY SIND 50 % DES ENDOGENEN MLH1 FUR EINE

EFFEKTIVE REPARATUR AUSREICHEND

Um zu untersuchen, wie sich reduzierte Verfugbarkeit von MLH1 sich in vitro auf die
Reparatur auswirkt, wurde die endogene MLH1-Menge reduziert. Zundchst wurde
erwartet, dass die Reparatureffizienz mit der MLH1-Menge korreliert, jedoch waren die die
detektierten Reparaturaktivitdten bis zu einem MLH1-Gehalt von 40 - 50 % gleich hoch,
bei geringeren MLH1-Mengen sank die Reparatur deutlich. 50 % MutLa reichten aus, um
die maximal mogliche Reparatur zu gewahrleisten, die Reaktion war dann bereits
gesattigt. Es wurde beschrieben, dass die beiden MLH1-Allele beim gesunden Menschen
in gleichem Malie transkribiert werden, die Abweichungen lagen zwischen 44,7 % und
55,3 % (Tournier et al. 2004). Zu einem gerichteten Abbau von Transkripten (nonsense
mediated decay) kann es kommen, wenn durch vorzeitige Stopp-Codons ,honsense‘-
MRNA entsteht. In diesem Fall wirde es zu einer Stérung der Balance zwischen der
Transkripten der beiden Allele kommen, da die ,nonsense“-Transkripte abgebaut werden
und die ,gesunden” Transkripte nicht. Es wurde gezeigt, dass bei Missense-Mutationen,
bei denen kein Transkriptabbau erwartet wird, eine normale allelische Verteilung der
Transkripte vorliegt (Santibanez Koref et al. 2010). Das heildt, ein heterozygoter Trager
einer inaktivierenden MLH1-Missense-Mutation wird intrazellular 50 % aktives MLH1
aufweisen. Solange es nicht zum Verlust des zweiten Allels kommt, reicht die Reparatur
aus, damit es nicht zur Tumorentstehung kommt. Unter natirlichen Verhéaltnissen
scheinen 50 % aktives MLH1 zu geniigen, um die korrekte Replikation zu gewéhrleisten,
da es in heterozygoten Tragern von MLH1-Keimbahnmutationen kaum systemisch zu MSI
kommt. Jedoch konnte nachgewiesen werden, dass auch das Normalgewebe dieser
Patienten eine sehr geringe Mikrosatelliteninstabilitat aufweist (De Grassi et al. 2010;
Coolbaugh-Murphy et al. 2010). Dies weist darauf hin, dass die Reparatur zwar nicht zu
100 % effizient verlauft, jedoch ausreicht, um die Tumorentstehung zu verhindern, die erst

durch den Wegfall des zweiten Allels ausgeldst wird.

4.6 DIE VERMINDERTE EXPRESSION KORRELIERT MIT DEM AUFTRETEN

KLINISCHER EFFEKTE

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die reduzierten MLH1-Mengen auf einer
verminderten Proteinstabilitat beruhen, blieb jedoch die Frage, wie sich die reduzierte

Expression in ein Risiko, Tumore zu entwickeln, Ubersetzt. Deshalb wurden zu den
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ausgewahlten funf Varianten mit reduzierter Stabilitdt klinische Daten gesammelt. Als
Referenz wurden auch fiur die funf pathogenen Varianten klinische Daten
zusammengestellt. Von der Arbeitsgruppe der IARC (International Agency for Research
on Cancer) wird gefordert, dass verwendete Assays mit klinischen Daten validiert werden
sollen (Goldgar et al. 2008) d.h., dass gezeigt werden soll, dass fur bestimmte
Messergebnisse ein klinischer Effekt nachgewiesenermal3en auftritt, bzw. nicht auftritt.

Klinische Daten von 345 Patienten, die Trager einer der 10 untersuchten Keimbahn-
Veranderungen sind, wurden ausgewertet. Zundchst wurden drei Parameter betrachtet:
das Alter der Trager einer Variante bei Diagnose, das Erfullen der Amsterdam-Kriterien
und ob fUr einen Tumor MSI detektiert wurde. Das Alter bei der Diagnose eines Tumors
wird fur Trager einer MLH1-Mutation mit 43 Jahren (Jang and Chung 2010) oder sogar mit
40 Jahren (Goecke et al. 2006) angegeben, wahrend das durchschnittliche
Erkrankungsalter fur sporadische Kolon-Karzinome bei 69 Jahren liegt (Lynch et al. 2009).
Die Amsterdam-Kriterien (Vasen et al. 1999) sollen helfen, Patienten mit
Krebserkrankungen mit starker erblicher Komponente zu identifizieren. Die Kriterien
haben eine Sensitivitat von 78 % und eine Spezifitat von 61 % (Syngal et al. 2000). Die
Sensitivitat gibt an, bei welchem Prozentsatz erkrankter Patienten die Erkrankung durch
die Kriterien erkannt wurde. Die Spezifitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass Patienten,
die nicht unter dem Syndrom leiden, auch als negativ eingestuft werden. Nach wie vor ist
die Analyse des Mikrosatellitenstatus des Tumors eine der wichtigsten Untersuchungen in
der Diagnose des Lynch-Syndroms, da 90 % der Lynch-Tumore MSI aufweisen, jedoch

nur 15 % der sporadischen Tumore (Jasperson et al. 2010).
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Abbildung 40: Klinische und molekulargenetische Marker bei Karzinompatienten mit verschiedenen
MLH1-Veranderungen. Ubersicht (ber das Durchschnittsalter bei  Diagnose der
Karzinomerkrankung (in Jahren), das Erfiillen der Amsterdam-Kriterien (Anteil an allen bekannten
Fallen in %) und den Anteil der Patienten, deren Tumore MSI aufweisen (Anteil an allen bekannten
Fallen in %), im Vergleich zu sporadischen Tumoren.
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In Abbildung 40 sind die drei Parameter im Diagramm dargestellt. Auf der linken Seite
sind die pathogenen Kontrollen gezeigt. Die funf Varianten mit reduzierter MLH1-
Expression wurden nach dem Auftreten von MSI zwischen die pathogenen Kontrollen und
die sporadischen Félle einsortiert.

Von den Varianten mit reduzierter Expression wurde fur die MLH1-Variante A681T der
hochste Anteil an MSI-positiven Fallen beschrieben, fur E578G der geringste. Fur die
Varianten, die als pathogene Kontrollen fungierten, wurde in fast allen Fallen MSI im
Tumor nachgewiesen. Das Alter steigt zwischen A681T und E578G leicht an, die Falle,
die die Amsterdam-Kriterien erfullen, nehmen ab. Eine Ausnahme bildet die Variante
E578G. Die Amsterdam-Kriterien wurden in vielen der beschriebenen Falle erfillt. Die

Werte sind in Tabelle 8 angegeben, ebenso die Fallzahlen.

Im nachsten Schritt wurde nach Fallen gesucht, fir die es Angaben zu weiteren
Parametern gibt, die bei der Pathogenitatsklarung interessant sein kénnen. Diese
Parameter sind: Verlust von MLH1 im Tumor, die proximale Lokalisierung des Tumors,
das homozygote Vorkommen von Varianten, die Frequenz in Kontrollgruppen, das
gleichzeitige Vorkommen von anderen, pathogenen Mutationen (co-occurence),
gleichzeitiges Vorkommen der Variante und Auftreten des Tumors (Kosegregation) und
Fall-Kontroll-Analysen. Diese Art der klinischen Daten kann fiur die Pathogenitatsklarung
sehr aufschlussreich sein, existiert jedoch nur fur wenige Félle.

Wahrend einige dieser Angaben nur einen starken Hinweis auf das Lynch-Syndrom
geben, kdnnen andere es praktisch ausschliel3en. Der Verlust von MLH1 im Tumor deutet
auf das Lynch-Syndrom hin, jedoch kann es auch durch die Hypermethylierung des
MLH21-Promotors zum Verlust von MLH1 kommen (Kane et al. 1997). Ebenso verhdlt es
sich mit der proximalen Lokalisierung. Tumoren im Kolon von Patienten mit MLH1- oder
MSH2-Mutationen sind meistens proximal (rechtsseitig) lokalisiert, wahrend sporadisch
auftretende Kolon-Tumoren haufiger eine linksseitige Lokalisierung zeigen (Jass 2004).
Das Auftreten an einer anderen Position ist jedoch kein Ausschlusskriterium. Beim
homozygoten Auftreten einer Variante hingegen kann davon ausgegangen werden, dass
diese Variante nicht das Lynch-Syndrom auslést, denn man wirde erwarten, dass
biallelische Trager einer inaktivierenden Mutation unter dem constitutive MMR deficiency
sydnrome leiden wirden (Wimmer and Kratz 2010). Dieses Syndrom weist einen deutlich
schwereren Erkrankungsverlauf und ein wesentlich friiheres Erkrankungsalter auf.

Da beim Vorkommen einer zweiten pathogenen Mutation in der Regel nicht bekannt ist,
ob sich die zweite Mutation in cis oder in trans zu der untersuchten Variante befindet,
kann nicht zwingend darauf geschlossen werden, dass die untersuchte Variante nicht

pathogen ist. Jedoch wird das haufige Auftreten pathogener Zweitmutationen als starker
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Hinweis auf die Apathogenitat der Erstmutation gewertet. Kosegregationsanalysen geben
Aufschluss dartiber, ob die Trager der Variante und die erkrankten Personen in einer
Familie Ubereinstimmen. Fir aufschlussreiche Kosegregationsanalysen sind jedoch

ausreichende Fallzahlen notig.
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Die zusammengetragenen Daten sind ebenfalls in Tabelle 8 erfasst, eine Tabelle mit allen
Féllen, die in Tabelle 8 eingingen, findet sich im Anhang, genauso wie die zugehérigen
Referenzen.

Die Daten, die zu Tragern der pathogenen Kontrollen gefunden wurden, bestétigen die
Pathogenitét, nicht nur bei dem Erfillen der Amsterdam-Kriterien und MSI im Tumor. Der
Verlust von MLH1 im Tumor, nachgewiesen durch eine Immunhistochemie (IHC), ist,
aulRer fur L749P, in allen Fallen detektiert worden. Da die Variante L749P gut exprimiert
wird, jedoch nicht repariert und PMS2 nicht stabilisiert (siehe 3.2.1), ist es wahrscheinlich,
dass im Tumor MLH1 nachweisbar ist, auch wenn keine Reparatur erfolgt. Die Frequenz
in Kontrollgruppen und homozygote Falle sind nicht beschrieben. Das Vorkommen einer
pathogenen Zweitmutation ist nur fur T117M in einem Fall geschildert worden. Die
Variante L622H, fur die eine verminderte Penetranz ermittelt wurde, setzt sich von den
anderen Varianten durch ein leicht erhéhtes Durchschnittsalter ab.

Es wurden nichtpathogene und pathogene Varianten mit Stabilitatsverlust identifiziert. Die
Varianten K618A, E578G, V716M und H718Y wurden als nichtpathogen eingestuft.
Verschiedene Merkmale wurden beschrieben, die gegen die Einordnung als Lynch-
Syndrom-Mutation sprechen: negative Kosegregation wurde fir K618A (Tannergard et al.
1995; Blasi et al. 2006; Castillejo et al. 2011; Sanchez de Abajo et al. 2005), E578G (Liu
et al. 1999) und V716M (Lagerstedt Robinson et al. 2007; Marcos et al. 2006; Kamory et
al. 2006) gezeigt, homozygote Falle und Kontrollen fir K618A (Blasi et al. 2006), V716M
(Kamory et al. 2006) und H718Y (Kowalski et al. 1997; Terdiman et al. 2001), das
Vorkommen anderer pathogener Mutationen wurde fir alle vier Varianten beschrieben,
ebenso wie der Verlust von MLH1 im Tumor nur zu einem geringen Prozentsatz.
AuBerdem wurde K618A in 5 Kontroll-Fall-Analysen als nicht pathogen beschrieben
(Barnetson et al. 2008; Christensen et al. 2008; Nejda et al. 2009; Kurzawski et al. 2006;
Castillejo et al. 2011).

Zwar wurden diese Varianten als nichtpathogen eingeordnet, jedoch ist es aufféllig, dass
eine grolRe Differenz zu den Werten fir sporadische Tumoren besteht. Besonders deutlich
wird dies bei der Angabe des Alters: die Angaben liegen zwischen 45 und 50 Jahren,
sporadischer Darmkrebs hingegen wird durchschnittich mit 69 Jahren diagnostiziert
(Jasperson et al. 2010). Diese Differenz wird durch eine Vorauswahl hervorgerufen, der
die Patienten unterliegen, bei denen ein erblicher Hintergrund vermutet wird. In der Regel
wird ein erblicher Hintergrund eines Karzinoms vermutet, wenn der Patient junger ist als
50 Jahre. Auch in den Amsterdam-Kriterien wurde festgelegt, dass einer der Betroffenen
die Diagnose vor dem 50. Lebensjahr erhalten haben muss (Vasen et al. 1991). Somit ist

durch den ,preselection bias" das niedrige Erkrankungsalter bereits vorgegeben.
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Die Variante A681T nimmt unter den Varianten mit reduzierter Expression eine
Sonderstellung ein. Die Tréger dieser Variante zeigen nicht nur das geringste
Durchschnittsalter bei Erkrankung und den hdchsten Anteil von MSI-Tumoren, hier wurde
der Verlust von MLH1 im Tumor in 100 % der Falle gezeigt, 86 % der Tumoren sind
proximal lokalisiert und zwei Studien haben Kosegregation in insgesamt 16 Fallen
beschrieben. Aufgrund dieses Bildes wurde diese Variante als krankheitsausldésend
eingestuft und zu der pathogenen Variante L622H sortiert. Genau wie bei L622H konnte
Kosegregation beobachtet werden. Diese beiden Varianten heben sich jedoch von den
anderen pathogenen Kontrollen durch ein hoheres Durchschnittsalter bei der Diaghose
ab.

Die Daten weiterer Varianten, die zwar eine hohe Reparaturaktivitdt, jedoch eine
reduzierte Expression zeigen, weisen darauf hin, dass die Varianten mit einer geringeren
Expression als A681T pathogen sind. Die Variante P640S wurde in zwei Familien
beschrieben, wo gezeigt werden konnte, dass die Variante Kosegregation mit der
Krankheit zeigt (Shin et al. 2004; Giraldo et al. 2005). P648L wurde in einer deutschen
Familie bei zwei Patienten gefunden. Bei einem der Patienten wurden
Mikrosatellitenstatus und MLH1-Expression im Tumor untersucht und es zeigten sich der
Verlust von MLH1 und daraus resultierend eine MSI. Vergleichsweise viele
Untersuchungen gibt es zu einer anderen Variante an dieser Position. Die Variante P648S
ist ebenfalls wenig exprimiert, zeigte Reparaturaktivitdt und wurde in einem Kind mit
konstitutiver MMR-Defizienz gefunden (Raevaara et al. 2004). Die Variante L559R wurde
in italienischen Patienten mit MSI und ohne MLH1 im Tumor, 35 und 63 Jahre alt,
(Belvederesi et al. 2006; Bianchi et al. 2007) und in einem Patienten aus GrofR3britannien
(Taylor et al. 2003) detektiert. Wahrend drei Varianten (P640S, P648L und L559R)
geringere Expression als A681T zeigten, wurde fir N551T eine vergleichbare Expression
detektiert. Diese Variante wurde in einem Amsterdam-positiven 46-jahrigen Patienten mit
MSI im Tumor gefunden (Hutter et al. 1998), auch wurde die Kosegregation in einer
tirkischen Familie mit drei Patienten und der Tod eines 13-Jahrigen Kindes mit
heterozygoten Eltern (vermutlich ein Fall von konstitutiver MMR-Defizienz) (Wang et al.
1997) beschrieben.

Die Aussage der Kklinischen Daten und die Ergebnisse der Experimente korrelieren. Fur
die als pathogen eingestufte Variante A681T wurde ein geringeres Expressionslevel (52
%) als fur die anderen Varianten (mindestens 64 %) ermittelt, auRerdem zeigte sie in den
weiteren Untersuchungen die geringste Stabilitat.

Es wurden zwei Varianten detektiert (V716M und A681T), die sich in der Expression
lediglich um 12 % unterscheiden, von denen eine Variante das Lynch-Syndrom auslost
(A681T), die andere keinen krankmachenden Einfluss hat (V716M). Zunéchst scheint es
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unerwartet, dass Varianten, die sich klinisch so stark unterscheiden, in den
experimentellen Werten so dicht zusammen liegen. Zwei Punkte kdonnten diese Situation
erklaren. Erstens wird in den Experimenten die biologische Situation nur zum Tell
wiedergegeben. Schon die Ergebnisse der verschiedenen Experimente unterscheiden
sich: wahrend A681T eine 12 % geringere Expression aufweist, wurde im Puls-Chase-
Assay ein Abbau detektiert, der 19 % schneller ist, als der der anderen Varianten.
AulRerdem wurden die Proteine in den Experimenten stark Uberexprimiert, dies kénnte
dazu fuhren, dass die proteolytische Maschinerie Uberladen ist. So koénnte der
Unterschied zwischen den untersuchten Varianten unter nattrlichen Bedingungen noch
groRer ausfallen. Daflr spricht auch, dass bei Tragern von pathogenen Varianten, wie
auch bei A681T, kein MLH1 im Tumor nachgewiesen werden konnte, wahrend bei
Tragern der anderen Varianten haufig MLH1 im Tumor detektiert wurde. Desweiteren
konnte A681T, im Gegensatz zu den anderen Varianten, nicht in Sf9-Zellen exprimiert
werden. Zweitens kann es bei Varianten, die eine reduzierte Expression aufweisen,
jedoch keinen vollstdndigen Verlust von MLH1 zeigen, zu einem abgeschwéchten
Phanotyp kommen. Eine Tendenz Ilasst sich aus den klinischen Daten ableiten
(A681T<L622H<P654L) und fur L622H wurde eine abgemilderte Form des Lynch-
Syndroms beschrieben (Borras et al. 2010). Sammlungen klinischer Daten mit grof3eren
Fallzahlen konnten zeigen, ob sich die Schwere des Lynch-Syndroms oder die
Wahrscheinlichkeit, dass es zur Tumorbildung kommt, mit dem Grad der Instabilitat von
MLH21-Varianten korrelieren lasst. A681T ist, unter den genauer untersuchten Varianten,
die Variante, deren Instabilitat gerade ausreicht, um das Lynch-Syndrom auszuldsen.

Durch die ldentifizierung der ,Grenz"-Varianten in der MLH1-Expression konnte zum
ersten Mal ein Assay, der zur Untersuchung von nichtklassifizierten Varianten verwendet
wird, validiert werden. Dies eréffnet die Mdoglichkeit, durch Experimente geschaffene

Informationen zur Bewertung von Varianten einzusetzen.

4.7 DIE PATHOGENITAT AUFGRUND VON VERMINDERTER EXPRESSION

KANN MIT DEN ,,GRENZ“-VARIANTEN BEWERTET WERDEN

Nachdem pathogene und nicht pathogene Varianten mit reduzierter MLH1-Stabilitét
identifiziert wurden, kénnen diese ,Grenz“-Varianten eingesetzt werden, um die Varianten
aus dem Screening einzuordnen (Abbildung 41). Die Variante A681T markiert dabei die
Grenze zur nicht mehr ausreichenden MLH1-Menge, die Variante V716M die Grenze zur

ausreichenden MLH1-Menge.

111




Diskussion

24 Varianten aus dem Screening zeigten eine geringere Expression als A681T auf, bei 16
Varianten ist die Expression signifikant geringer (Tabelle A2, Anhang). Die Expression
dieser Varianten ist also zu gering fur eine ausreichende Reparatur. Die Expression von
acht Varianten weist Werte zwischen denen der ,Grenz“-Varianten auf. Fur diese
Varianten kann keine Aussage uber die Pathogenitat aufgrund der reduzierten Expression
getroffen werden. Fur 26 Varianten wurde ein hoheres Expressionsniveau als das von

V716M bestimmt. eine ausreichende

Diese Varianten verfligen demnach Uber

Expression.
& H718Y
® 2523w Di32H,
100 4R725C ABB1T .28
IR659Q D601G ¢ 1210V RBT5C
L TeBop - MYORAR Y 3
.PG4BL ysgea o ®KG18A $ R265H & K751R
X @RB59L ’1.559%:{517 L P, 4L E
£ $E640S @ L622H Q9625  N338S
®
= .
= # P654L H109Q
=
-
@
|-
2 ‘
o 501 G54E
2 b @ Q5421 E23D
Y 1] ‘ & $ D304V
= |
B . .
s i U ‘ S106R
& G650¢ L574P $A586P # R385P ®119F |
N3GH@ g1 015‘ L67ER & L749P Jrrsss
O SP41G] T8zl || ® R765W g kgaE * Y750
1B53R 0T11+V|
0 r . :
0 50 100 150

Expression in %

Abbildung 41: Beurteilung der Pathogenitat der Varianten aufgrund von reduzierter Expression. Fur
die Variante A681T wurde gezeigt, dass sie pathogen ist, fir die Varianten die grin markiert sind,
dass sie neutral sind. Die Varianten aus dem Screening wurden mit Hilfe dieser ,,Grenz“-Varianten
eingeordnet. Der Bereich mit einer geringeren Expression als A681T ist grau gekennzeichnet. Die
Varianten in diesem Bereich, die sich in ihrer Expression signifikant von A681T unterscheiden, sind
in rot hervorgehoben. Die Varianten, die eine Expression zwischen den beiden ,Grenz"-Varianten
aufwiesen, sind in blau gekennzeichnet. Die Linie markiert die Expression von V716M.

Eine Validierung der bestimmten Reparaturaktivitaten mit klinischen Daten erfolgte nicht.
Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass Varianten, die in vitro geringe
Reparaturaktivitaten aufweisen, auch in vivo nicht reparieren. Da die Defizienz der mit
dem MMR-Assay untersuchten Reparaturfunktion als Ursache des Lynch-Syndroms
anerkannt ist, kann, insbesondere wenn die Reparaturfunktion vollig verloren gegangen

ist, das System fir die Bewertung der Pathogenitdt herangezogen werden (Goldgar et al.
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2008). Fur die Untersuchung anderer Syndrome mit einer grof3en Anzahl von VUS ist kein
Assay verfugbar, der die katalytische Funktion des Proteins in solcher Weise
reprasentiert. Die Brustkrebsdisposition, die durch BRCA1 und BRCA2 ausgel6st wird, ist
ein Beispiel, da die Krankheit nicht auf die Stérung eines spezifischen Vorgangs
zuruickzufuhren ist, der in einem Assay getestet werden kann (Goldgar et al. 2008).

Auch die Varianten, die eine ausreichende Expression und volle Reparaturaktivitit
zeigten, kdnnen nicht automatisch als neutral klassifiziert werden. Fir die Veranderungen
V716M, H718Y, K618A und E578G konnte anhand der vorhandenen klinischen Daten
gezeigt werden, dass sie neutral sind (siehe Absatz 4.6). Weiterhin kénnte die
Kombination von Varianten, die alleine nicht krankmachend sind, zu einem erhdhten
Karzinomrisiko fuhren, wenn sich die Effekte verschiedener Veranderungen summieren
(Martinez and Kolodner 2010).

4.8 NICHT KLASSIFIZIERTE MISSENSE-VARIANTEN SOLLTEN ZUERST

AUF EINE AUSREICHENDE EXPRESSION GETESTET WERDEN

Die unzureichende Expression ist ein Schllisselproblem von MLH1-Varianten, dies konnte
im Screening gezeigt werden und wurde bereits in anderen Studien berichtet (u.a.
(Raevaara et al. 2005; Takahashi et al. 2007; Hardt et al. 2011). Daher sollte die
Ermittlung der Expression bei der Bestimmung der Pathogenitat einer nichtklassifizierten
Missense-Variante als erstes erfolgen. Bisher fehlte jedoch eine Validierung des nétigen
Expressionsniveaus, so dass eine Pathogenitatsbestimmung nicht mdglich war.

Die zu untersuchende Variante sollte gemeinsam mit einer Gruppe charakterisierter
Varianten und dem MLH1-Wildtyp exprimiert werden, wobei die Variante A681T als
Grenzlinie verwendet werden kann (Abbildung 42). Als naher charakterisierte Varianten,
abgesehen von A681T, wirden sich z.B. L622H, V716M und K618A eignen. Wenn die
Variante schlechter exprimiert wird als A681T, gilt sie als pathogen aufgrund der geringen
Stabilitat. Wenn gréf3ere MLH1-Mengen detektiert werden, als bei A681T, gilt die Variante
weiterhin als nicht klassifiziert (VUS) und muss weiteren funktionalen Tests unterzogen
werden, wie z.B. dem MMR-Assay. Auch wenn die Pathogenitatsentscheidung spater im
Vergleich zu A681T getroffen wird, ware es sinnvoll, weitere Varianten gleichzeitig zu
exprimieren, um die Expression von A681T zusétzlich zu kontrollieren.

Die Bestimmung der Expression im ersten Schritt hat mehrere Vorteile. Uber 40 % der im
Screening untersuchten Varianten zeigte eine unzureichende Expression (die Expression

war geringer als die von A681T). Fir fast 30 % der Varianten wurde eine MLH1-Menge
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bestimmt, die signifikant unter der von MLH1 AG81T lag (siehe Abschnitt 4.7). So kdnnte
die Bestimmung der Pathogenitat einer grof3en Anzahl von Varianten bereits im ersten
Schritt erfolgen. Aul3erdem ist der Test der Expression von MLH1 in HEK293T-Zellen wie
unter 3.1.1 beschrieben relativ leicht umzusetzen, im Vergleich zu anderen Methoden
kostengtiinstig und unabh&ngig von Patientenmaterial, das héaufig schwer (im Fall von
Blut) oder kaum (im Fall von Tumorgewebe) erhéltlich ist. Wenn als Funktionstest der
klassische MMR-Assay durchgefihrt werden soll, muss die MLH1-Variante zuvor
gemeinsam mit PMS2 Uberexprimiert werden, so dass die Proteinextrakte, in denen die
MLH1-Menge bestimmt werden kann, auf jeden Fall angefertigt werden missen.

Die Empfehlung zum Vorgehen in der Untersuchung der Variante bezieht sich auf die
Analyse zur Pathogenitatsbestimmung. Deshalb sollten die wahrscheinlichsten Ursachen
fur eine Defizienz zuerst untersucht werden. In diesem Fall ist es nicht relevant, ob eine
instabile Variante gleichzeitig eine Dimerisierungsdefizienz aufweist, oder einen

Interaktionspartner nicht binden kann.

nicht klassifizierte

MLH1-Missense-Variante

l

Quantifizierung der
Expression <MLH1A681T ——> Pathogen

> MLH1 A681T (aufgrund unzureichender Expression)

|

nicht klassifizierte
MLH1-Missense-Variante

ausreichend exprimiert

Funktionstests
z.B. MMR-Assay

Abbildung 42: Schema zur Klassifizierung von nicht klassifizierten MLH-Missense-Varianten. Zur
Untersuchung einer nicht klassifizierten Variante sollte im ersten Schritt die Expression bestimmt
werden. Ist die detektierte MLH1-Menge kleiner als bei A681T, gilt die Variante als pathogen. Ist
die nachgewiesene MLH1-Menge grof3er als bei A681T, gilt die Variante weiterhin als nicht
klassifiziert und muss in Funktionstests untersucht werden, wie z.B. im MMR-Assay.
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4.9 AUSBLICK

Die Validierung von experimentellen Ergebnissen mit klinischen Daten ermdglicht eine
Beurteilung von weiteren Varianten aufgrund von Tests, auch wenn keine klinischen
Daten verfigbar sind. Die Einordnung von Varianten mit reduzierter Proteinstabilitét
anhand der Variante A681T eignet sich fur die Analyse der Pathogenitédt in anderen
Laboren. Hierflr sollte ein standardisiertes Protokoll entwickelt werden, dass die
Untersuchung von MLH1-Varianten international anwendbar vereinheitlicht.

Neben der MLH1-Expression missen auch andere Parameter, die zur Bewertung der
Pathogenitdat von Varianten herangezogen werden, mittels klinischer Daten validiert
werden. Das gilt fir den MMR-Assay ebenso wie fir Dimerisierungsstudien oder die
Untersuchung von alternativem Spleif3verhalten.

In Zukunft wird die Beurteilung der Pathogenitat von Varianten durch experimentelle
Daten an Wichtigkeit noch zunehmen, da durch immer schnellere und giinstigere DNA-
Sequenzierungen mehr Missense-Varianten sowie kleine Deletionen und Insertionen
detektiert werden. Zusétzlich werden die Familien zunehmend kleiner und der
Generationsabstand immer gréRer, so dass ausreichende Datenmengen fiur die
Klassifizierung anhand klassischer klinischer Parameter, wie Kosegregationsanalysen,

immer seltener vorhanden sein werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Das Lynch-Syndrom ist eine autosomal dominante Pradisposition fir Krebs und
verantwortlich fur 2 — 5 % der Kolonkarzinome. Es wird durch eine heterozygot
vorliegende Keimbahn-Mutation in einem der Mismatch-Reparatur-Gene ausgeldst. Die
Mismatch-Reparatur (MMR) beseitigt Basenfehlpaarungen und Insertions-Deletions-
Schleifen, die wéhrend der Replikation durch Fehler der Polymerasen entstehen. Wenn
das zweite, ,gesunde” Allel des betroffenen Mismatch-Reparatur-Genes verloren geht,
kommt es zur MMR-Defizienz, die schlie3lich zur Tumorentstehung fihren kann. Die vier
Gene MSH2, MSH6, MLH1 und PMS2 kodieren fiir die Hauptproteinkomplexe des MMR-
Systems. Die meisten Lynch-Syndrom-Mutationen treten in MLH1 auf und ein Drittel
dieser Veranderungen sind Missense-Mutationen.

Die Diagnose Lynch-Syndrom kann nur durch den Nachweis einer inaktivierenden
Mutation erfolgen. Bei der Diagnose erhalten Angehdrige des Tragers der Mutation die
Mdglichkeit, an genetischen Tests teilzunehmen und, falls sie Trager der Mutation sind,
Zugang zu Vorsorgeprogrammen zu bekommen. Der Einfluss von Missense-
Veranderungen auf die Funktionalitat des Proteins ist jedoch schwer abschatzbar, so dass
diese Varianten als VUS (variants of uncertain significance) bezeichnet werden. Das
bedeutet, dass bei Tragern dieser Varianten keine Diagnose des Lynch-Syndroms
erfolgen kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Screening von 58 Missense-Varianten durchgefihrt.
Im Screening wurden zwei Parameter analysiert, die MLH1-Expression und die
Reparaturaktivitat. Das Screening zeigte, dass viele der Varianten in Expression oder
Reparaturfahigkeit eingeschrankt waren. Neben den Varianten, die mit dem Wildtyp-
Protein vergleichbare Werte aufwiesen, und Varianten, die weder Reparaturaktivitat noch
MLH1-Expression zeigten, wurden zwei weitere interessante Varianten-Gruppen
identifiziert. Zum einen die loss-of-function Varianten, fir die hohe MLH1-Expression aber
geringe Reparaturfahigkeit nachgewiesen wurde, zum anderen Varianten, die volle
Reparaturaktivitdt zeigten, jedoch reduzierte MLH1-Expression aufwiesen. Aus dem
Screening wurden Varianten fir die Untersuchung der Dimerisierung von MLH1 und
PMS2 ausgewahlt, sowie Varianten mit unterschiedlich reduzierter MLH1-Expression.
Diese Varianten wurden verwendet, um die ndtige MLH1-Menge zu validieren, die eine
ausreichende Reparatur gewahrleistet und damit zur Apathogenitat flhrt.

Die Dimerisierung von MLH1 und PMS?2 ist essentiell fir die Reparatur. Die Lokalisation
der Interaktionsfliche der beiden Proteine wurde vor Beginn der Arbeit kontrovers
beschrieben (Cutalo et al. 2006; Guarne et al. 2004; Kosinski et al. 2008). Mit Hilfe von

116




Zusammenfassung

drei MLH1-Varianten, die PMS2 nicht stabilisieren, wurde gezeigt, dass die
Dimerisierungsflache, wie von Kosinski et al. (2008) vorgeschlagen, von den
aulRenliegenden Subdomé&nen gebildet wird. Die bioinformatische Analyse der
Interaktionsflache wurde von Dr. Jan Kosinski durchgefiihrt.

Es wurde gezeigt, dass die verminderte MLH1-Expression vieler Varianten, die im
Screening detektiert wurde, nicht auf reduzierte mRNA-Mengen zuriickzufiihren ist,
sondern auf eingeschrankter Proteinstabilitédt beruht. Die Proteinstabilitat wurde mit dem
Pulse-Chase-Assay und mit dem Thermal-Shift-Assay untersucht.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass die reduzierte Expression in verminderter
Proteinstabilitat begriindet ist, blieb jedoch die Frage, wie sich die reduzierte Expression
in ein Risiko, Tumore zu entwickeln, Ubersetzt. Deshalb wurden zu den ausgewahlten
Varianten klinische Daten gesammelt. Es wurden Varianten identifiziert werden, fir die
nachgewiesenermal3en ein klinischer Effekt auftritt, und Varianten, bei denen kein Effekt
auftritt, die also nicht pathogen sind. Die Aussage der klinischen Daten korrelierte mit den
experimentellen Ergebnissen. Die stabileren Varianten sind nicht pathogen, die instabilste
Variante verursacht Lynch Syndrom. Diese Varianten definieren die Grenze zwischen
pathogen und neutral im Bezug auf die Proteinstabilitat.

AbschlieRend wurde empfohlen, bei der Untersuchung von nichtklassifizierten MLH1-
Missense-Varianten zunéchst die ausreichende Expression von MLH1 zu untersuchen,

die im Vergleich zu den identifizierten ,Grenz“-Varianten ermittelt wird.

117




Summary

6 SUMMARY

The lynch syndrome is an autosomal-dominant predisposition for cancer and accounts for
2 — 5 % of all colon tumors. It is caused by heterozygous mutations in one of the
mismatch repair genes. The mismatch repair (MMR) system removes base mismatches
and insertion-deletion-loops occurring during replication due to errors of the polymerase.
The loss of the intact allele of the mutated mismatch repair gene leads to MMR-deficiency
of the cells, promoting the development of tumors. The four genes MSH2, MSH6, MLH1
and PMS2 are coding for the main protein components of the MMR-system. Most
mutations occur in MLH1 and approximately one third of them are missense mutations.
For the diagnosis of lynch syndrome the verification of an inactivating mutation is required.
Only after clear diagnosis of lynch syndrome relatives of the carrier are given the
possibility to take part in a genetic test and to join cancer prevention programs if they are
carrying the mutation.

The influence of missense mutations on the protein function is hardly assessable.
Therefore these variants are referred to as VUS (variants of uncertain significance) and
carrier of these mutations cannot be diagnosed as lynch syndrome patients.

In this work, a screening von 58 Variants was performed, including the analysis of MLH1
expression and repair activity. Most variants showed reduced levels in one of the tested
parameters. In addition to variants showing results comparable to the wild type protein
and variants with low repair activities and low MLH1 expression, two other interesting
groups of variants were identified. On the one hand the loss-of-function variants, for which
high expression levels and low repair activities were detected and, on the other, variants
for which high levels of repair activity but reduced expression levels were determined.
Variants from the screening were selected to analyze the dimerization of MLH1 and PMS2
and to validate the MLH1 amount required to ensure the repair.

The dimerization of MLH1 and PMS2 is essential for the repair reaction. At the start of this
work different proposals for the localizations of the dimerization interface were known
(Cutalo et al. 2006; Guarne et al. 2004; Kosinski et al. 2008). Three variants which are not
stabilizing PMS2 were identified and it was shown that the dimerization interface is
composed by the external domains, as suggested by Kosinski et al. (2008). The
bioinformatics analysis of the dimerization interface was carried out by Dr. Jan Kosinski.

It had been shown that the reduced MLH1 expression of many variants observed in the
screening is the result of decreased protein stability and not caused by lower mRNA
levels. For the analysis of protein stability the pulse-chase-assay and the thermal shift
assay were used: After it had been demonstrated, that the reduced expression levels are

caused by decreased protein stability, the question how a reduced expression is
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Summary

translated into a risk to develop tumors had to be answered. Therefore clinical data were
collected for selected variants. Both types of variants with reduced stability were identified:
variants which have a clinical effect and variants not showing any effect. The results of the
experiments and the clinical data collection correlate. The variants with higher stability are
not pathogenic and the most instable of the tested variants is causing lynch syndrome.
These variants define the threshold between pathogenic and neutral characteristic with
regard to protein stability.

Finally it was proposed to start the analysis of unclassified variants with the tests of the
protein expression. The sufficient expression should be determined with the help of the
border variants.
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8 ANHANG

Tabelle A1: Auflistung der Firmen, deren Produkte verwendet wurden.

Amersham
AppliChem
AppliedBiosystems
BD Biosciences
Beckmann Coulter
Biorad

CB.S

Eurofins (MWG Operon)
Fluka

Fuji
GE-Healthcare
Genomed

Gibco

Greiner

Invitrogen

Lonza

Merck

Millipore

Minerva Biolabs
New England Biolabs
PAA

Polysciences
Promega

Qiagen
Riedel-de-Haén
Roche

Roth

Santa Cruz Biotechnology
Sarstedt

Serva
Sigma-Aldrich
Stratagene

Systec

usb Corporation
Zeiss

Braunschweig
Darmstadt
Warrington, UK
Heidelberg
Krefeld

Miinchen
Darmstadt
Martinsried
Bruchs

Tokio, Japan
Uppsala, Schweden
Léhne

Karlsruhe
Frickenhausen
Karlsruhe
Verviers, Belgien
Darmstadt
Schwalbach
Berlin

Beverly, USA
Pasching, Osterreich
Eppelheim
Mannheim
Hilden

Seelze
Mannheim
Karlsruhe

Santa Cruz, USA
Nurmbrecht
Heidelberg
Miinchen

La Jolla, USA
Wettenberg
Santa Clara, USA
Jena
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SV40-Promotor CMV-Promotor
Replikations-
Ampicillin- ursprung
Resistenz :
E.coli MLH1
Replikations PMS2 .
ursprung Kanamycin-
: Resistenz
E.coli
pPMS2: 6762 nt pMLH1: 7894 nt
MLH1
Ampicillin-
Resistenz
His-Tag Replikations-
ursprung
E.coli

pFastBacHTMLH1: 7302 nt

Abbildung A1: Plasmidkarten verwendeter Plasmide. Die Plasmide fiir die untersuchten MLH1-
Varianten basieren auf pMLH1 bzw. auf pFastBacHT-MLH1.
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P X R S/W

Abbildung A2: Nukleotidsequenz und Aminosaureabfolge von MLHL1. In lila sind die Tripletts
markiert, die von den Varianten betroffen sind. Ebenfalls in lila, ist der Code fiir die entstehende
Aminosaure angegeben.
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Anhang

Tabelle AS5: Félle deren Daten in die Auswertung der klinischen Daten eingingen (Tabelle 8), sowie
die zugehorigen Referenzen.

T117M

Fall Referenz

1 Gille 2002 1]
2 Deiumegard 2000 [2]
3 Lee 2005 [3]
4 Yap 2009 [4]
5 Raedle 2001 [5]
6-7 Plevova 2004 [6]
8 Yuen 2002, Chan 1999 [7, 8]
9 Liu 1996 (9]
10 Maliaka 1996 [10]
11-12 Ward 2002 [11]
13-15 Zavodna 2006 [12]
16-21 Bennett 1998 [13]
22 Wang 1999 [14]
23 Jakubowska 2001 [15]
24 Caluseriu 2001 [16]
25-26 Bisgaard 2002 [17]
27 Kurzawski JMG 2002 [18]
28 Wei 2003 [19]
29 Kurzawski 2001 [20]
30 Naseem 2006 [21]
31 Alemayehu 2008 [22]
32 Lastella 2011 [23]
33-34 Hardt 2011 [24]
35-38 Nilbert 2009 [25]
E578G

Fall Referenz

Tannergard 1995; Liu, Lindblom 2000; [26-29]

1-2 Salashor 2001; Liu 1999

3-4 Liu 1999; Lagerstedt-Robinson 2007 [29, 30]
5 Chadwick 2001 [31]
6 Wagner 2003 [32]
7 Smolarz 2004 [33]
8-10 Nilbert 2009 [25]
11 Chao 2008 [34]
K618A

Fall Referenz

1-2 Wolf 2005 [35]
3-9 Raevaara 2005 [36]
10 Tannergard 1995, Liu 1999, Wahlberg [26, 29,

1999 37]

11 Salashor 2001 [28]
12 Ward 2002 [11]
13 Syngal 1999 [38]

141



Anhang

14-17 Liu 1999 [29]
18 Samowitz 2001 [39]
19-20 Blasi 2006 [40]
21 Farrington 1998 [41]
22-23 Mauillon 1996 [42]
24 Levene 2003 [43]
25 Pinol 2005 [44]
26 Scartozzi 2002, Belvederesi 2006 [45, 46]
27 Weber 1997, Peltomaki 1997 [47, 48]
28 Wijnen 1997 [49]
29-30 Steinke 2008 [50]
31-32 Gille 2002 [1]
33-35 Caldes 2004 [51]
36-37 Caldes 2002, Caldes 2004 [51, 52]
38-53 Barnetson 2008 [53]
54 Fidalgo 2000 [54]
55 Muller-Koch 2001 [55]
56 Hudler 2004 [56]
57-60 Fearnhead 2004 [57]
61 Scott 2001 [58]
62-63 Hampel 2006 [59]
64 Bianchi 2007 [60]
65 Papp 2007 [61]
66 Christensen 2008 [62]
67-73 Nilbert 2009 [25]
74-75 Rubio-del-Campo 2008 [63]
76 Sharp 2004 [64]
77 Gargiulo 2009 [65]
78 Nejda 2009 [66]
79 Martinez-Bousatz 2009 [67]
80-82 Sanchez de Abajo 2005 [68]
83 Loader 2002 und 2005 [69, 70]
84 Betz 2010 [71]
85 Perera 2010 [72]
86 Kurzawski 2006 [73]
87-105 Castilleio 2011 [74]
106-123  Hardt 2011 [24]
L622H
Fall Referenz
1-20 Borras 2010 [75]
21-23 Caldes 2002/2004 [51, 52]
P654L
Fall Referenz
1-4 Raevaara 2005 [36]
5-20 Hardt 2011 [24]

142



Anhang

R659P
Fall Referenz
1 Gylling 2007 [76]
2 Raevaara 2005 [36]
3-4 Kuismanen 2000 [77]
5 Raedle 2001 [5]
A681T
Fall Referenz
1 Raevaara 2005 [36]
2 Giraldo 2005, Gomez 2005 [78, 79]
3 Becouarn 2005 [80]
4-8 Frogatt 1996 [81]
9-10 Barnetson 2006 [82]
11-21 Barnetson 2008 [53]
22-23  Jakubowska 2001 [15]
24-29  Kurzawski 2002 [18]
30 Kurzawski 2001 [20]
31 Sheng 2006 [83]
32-33  Pedroni 2007 [84]
34-43  Hardt 2011 [24]
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Erklarung

Hiermit erklare ich, dass die vorliegende Arbeit — abgesehen von der Beratung durch Prof.
Dr. Kempken und meinen Betreuer Dr. Guido Plotz — nach Inhalt und Form meine eigene
Arbeit ist und nach den Regeln guter wissenschaftlicher Praxis der Deutschen
Forschungsgemeinschaft entstanden ist. Es wurden — abgesehen von der Beratung durch
meine akademischen Lehrer — keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel
verwendet. Die wortlich oder inhaltlich anderen Quellen entnommenen Stellen sind als
solche kenntlich gemacht. Die Arbeit wurde bis jetzt weder ganz noch teilweise an
anderer Stelle im Rahmen eines Prifungsverfahrens vorgelegt.

Ferner erklare ich, dass ich noch keine friheren Promotionsversuche unternommen habe.

Fiar die mindliche Prifung wird die Form der Disputation gewahlt. Der Zulassung von
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/va_ 2‘4;05&‘;——‘\_
Frankfurt, den 10.01.2012
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