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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Adenin-DNA-Glykosylase MUTYH (humanes MutY Homolog) ist an der Korrektur von
fehlgepaartem Adenin (A) gegenuber der oxidativ geschadigten Base 7,8-Dihydro-8-
Oxoguanin (8-oxoG) beteiligt. Wird Adenin aus einer 8-oxoG:A-Basenpaarung vor einer
nachfolgenden Replikationsrunde nicht entfernt, so entstehen somatische G:C>T:A
Transversionsmutationen. Inaktivierende Keimbahnmutationen des MUTYH-Gens kdnnen zu
kolorektalen Polypen und der Entwicklung von Darmkrebs fiihren. Dieses autosomal-rezessiv
vererbbare Krankheitsbild wird als MUTYH-assoziierte Polyposis (MAP) bezeichnet und ist fur
etwa 1% aller Darmkrebserkrankungen urséchlich.

Die Diagnose der MAP kann nur durch den Nachweis biallelisch inaktivierender Mutationen
erfolgen. Das Problem hierbei ist, dass etwa drei Viertel der gefundenen Veranderungen in
MUTYH als variants of uncertain significance (VUS) gelten. Bei diesen VUS ist nicht geklart,
ob sie das Gen inaktivieren und somit pathogen sind oder nicht. Dadurch kénnen Trager
solcher Mutationen keine eindeutige Diagnose und somit keinen Zugang zu
Vorsorgeprogrammen erhalten.

Das MUTYH-Gen ist durch drei alternative erste Exons (AFE) 1a, 18 und 1y sowie starkes
alternatives SpleiRen gekennzeichnet. Die unterschiedlichen Transkripte flhren zu
verschiedenen Proteinisoformen, welche gewebeabhéngig in die Mitochondrien oder den
Nukleus transportiert werden. Wie dieser Vorgang durch den Promoter reguliert wird, ist bisher
unklar. Des Weiteren ist der Einfluss einzelner, veranderter Nukleotide im MUTYH-Promoter
von Polyposis-Patienten auf die Transkription des Gens unbekannt. Um dies zu untersuchen,
wurde in dieser Arbeit ein MUTYH-Promotor-Minigenmodell entwickelt, welches neben dem
putativen Promotorbereich die alternativen ersten Exons sowie Exons 2-4 enthielt. Um
regulative Sequenzmotive zu finden, wurde die Konservierung der Promotorregion ermittelt
und konservierte Bereiche im Minigen inaktiviert. Zudem wurden sechs Patientenmutationen
in das Minigen eingefiigt, um nach transienter Transfektion deren Effekte auf die Transkription
zu untersuchen. Dabei konnten drei regulatorische Sequenzmotive ausfindig gemacht werden,
die fur die korrekte Transkription der alternativen Isoformen von Bedeutung sind: das M4-
Motiv, das Transkriptionsfaktor TFIIB Erkennungselement (BRE) und die GC-Box. Zusatzlich
wurde der Einfluss der Transkriptionsfaktoren Sp1 und p53 auf die Transkription von MUTYH
analysiert. Fur keinen der Faktoren konnte jedoch ein Effekt in Bezug auf die Transkription der
AFEs nachgewiesen werden. Fur drei Patientenvarianten wurde keine Pathogenitat ermittelt,
wahrend sich fur drei weitere Varianten eine Einschrdnkung des Transkriptionslevels zeigte.
Somit konnte in dieser Arbeit das MUTYH-Promotor-Minigen als humangenetisches,
diagnostisches Werkzeug etabliert werden, welches auch in Zukunft fir die Untersuchung von

Patientenvarianten im Promotorbereich eingesetzt werden kann.
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Zusammenfassung

In einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit wurden 29 unklare Varianten des missense
Typs anhand der Proteinexpression, der Konservierung der ausgetauschten Aminoséure und
mit Hilfe eines erstellten Homologiemodells des MUTYH-Proteins klassifiziert. 17 Varianten
stellten sich dabei als ,wahrscheinlich pathogen® heraus. Bei acht Varianten blieb die
.Pathogenitat unklar®, wahrenddessen vier der untersuchten VUS als ,wahrscheinlich nicht
pathogen“ eingeordnet wurden. Diese Klassifizierungsdaten kdnnen Humangenetikern bei der
Beurteilung von unklaren Varianten und der Entscheidung helfen, ob Betroffene regelmafige

Vorsorgeuntersuchungen erhalten sollten oder nicht.
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Summary

SUMMARY

The adenine DNA glycosylase MUTYH (human homolog of MutY) corrects mispaired adenine
(A) bases opposite the oxidatively damaged base 7,8-dihydro-8-oxo-guanine (8-oxoG). If the
mispaired adenine is not removed from 8-oxoG:A prior to replication, somatic G:C>T:A
transversion mutations will arise. Inactivating germline mutations of the MUTYH gene can lead
to colorectal polyposis and cancer. This autosomal recessive inheritable disease is called
MUTYH-associated polyposis (MAP) which is causative for up to 1% of all colorectal cancers.
MAP can only be diagnosed after the confirmation of biallelic inactivating mutations in the gene.
The problem is that approximately three quarters of genetic variants found in polyposis patients
are of uncertain significance (VUS). It is not clear whether these VUS inactivate the gene and
are pathogenic or not. Thus, carriers of such mutations can neither get a final diagnosis nor
have the opportunity for preventive medical checkups.

The MUTYH gene contains three alternative first exons (AFE) 1a, 1B and 1y and shows strong
alternative splicing, generating multiple transcript variants encoding different protein isoforms
which are either targeted to the mitochondria or to the cell nucleus depending on the tissue.
So far, it is not known how this differential expression is regulated by the promoter. Moreover,
the potential influence of single nucleotide alterations located in the MUTYH promoter from
polyposis patients is not yet investigated. To analyze this, a minigene model consisting of the
putative MUTYH promoter region, the three AFEs and exons 2-4 was generated. To be able
to find important functional sequences, the conservation of the MUTYH promoter region was
assessed and highly conserved areas of the MUTYH promoter were then inactivated in the
minigene. In addition, to study the effect of patient mutations on MUTYH AFE transcription,
human variants were introduced into the minigene. Overall, three regulatory motifs in the
MUTYH promoter sequence were identified that are important for the correct transcription of
the AFEs: the M4 motif, the transcription factor 11B recognition element (BRE) and the GC box.
In this context, the impact of the transcription factors Spl and p53 was also examined, but
there was no effect concerning the AFE transcription. For three of the studied patient variants
no pathogenicity could be detected, whereas the other half of variants showed a reduction in
their transcriptional level. In this work, a MUTYH minigene model was established that can be
used as a genetic and diagnostic tool to analyze patient VUS in the MUTYH promoter region.
Another part of this dissertation comprised the classification of 29 unclear missense variants.
Patient variants were classified on the basis of protein expression analyses, conservation
analyses of the amino acid substitutions and with the help of a homology model of the MUTYH
protein. 17 variants were categorized “likely pathogenic”. Four tested patient variants were
classified “likely non-pathogenic” and for eight variants the pathogenicity remained “unclear”.
Taken together, these classification data can help human geneticists to decide whether a

patient should receive regular medical checkups or not.
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1 EINLEITUNG

11 DNA-Reparatur

Fur die Aufrechterhaltung der DNA-Integritat sind Reparaturmechanismen unabdingbar. Mit
der Zeit akkumulieren Fehler in der DNA, die Protoonkogene aktivieren und Tumor-
suppressorgene inaktivieren. Dies fuhrt zur Karzinogenese — der Entstehung von Krebs. Um
die Tumorbildung zu verhindern, steht somit der Schutz der DNA an oberster Stelle. Ausloser
fur DNA-Schéaden sind sowohl duf3ere Einflisse unserer Umwelt als auch normale Produkte
unseres zelleigenen Metabolismus. So kdnnen Rdntgenstrahlen und UV-Licht die DNA
genauso schadigen wie Sauerstoffradikale oder Fehler der korpereigenen
Transkriptionsmaschinerie (Abbildung 1.1 a). Die Folgen sind sehr unterschiedlich und reichen
von Zellzyklusarrest Gber Apoptose bis hin zu langfristigen Effekten wie der Manifestation von
irreversiblen Mutationen (Abbildung 1.1 b) [1]. Um diesen Folgen entgegenzuwirken haben
sich im Laufe der Evolution verschiedene, hochkonservierte DNA-Reparatursysteme
entwickelt, die teils eng miteinander agieren. Vererbbare Defekte dieser Reparaturwege
pradisponieren flr bdsartige Tumore. Zu den wichtigsten Systemen zéhlen
Nukleotidexzisionsreparatur (NER), Basenexzisionsreparatur (BER), Doppelstrang-
bruchreparatur und mismatch Reparatur (MMR) [2, 3]. Bei NER und BER liegen Lasionen
ausschlieBBlich in einem der zwei DNA-Strange vor. Hierbei werden die DNA-Schaden,
teilweise auch angrenzende Bereiche, ausgeschnitten und anhand des intakten
komplementaren Strangs aufgeflllt und somit repariert. Bei Doppelstrangbrtichen, die im
Gegensatz dazu beide Strange betreffen, kommen die Systeme der homologen
Rekombination (HR) und des end joinings (EJ) zum Einsatz. Die Schwierigkeit hierbei besteht
in der Unterscheidung der offenen DNA-Enden — welche Enden gehéren zusammen? Die HR
dominiert in der gap 2 (G2)- und Synthesephase (S) des Zellzyklus, nachdem die DNA
repliziert ist und ein Schwesterchromatid zum Abgleich vorliegt. In der gap 1 (G1)-Phase ist
hingegen EJ relevant, welches ohne zweite Kopie der Chromatide weniger prazise funktioniert
[4]. Die MMR sorgt postreplikativ fur Fehlerbehebungen, welche durch die DNA-Polymerase
wahrend der Replikation entstanden sind. Dabei handelt es sich um Basenfehlpaarungen
sowie Insertionen und Deletionen weniger Basen. Letzteres geschieht aufgrund des
Verrutschens (slippage) der Polymerase innerhalb repetitiver Sequenzen wahrend der
Replikation oder durch Rekombination [5]. Defekte des MMR-Systems fihren zu
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) beim Lynch-Syndrom, friher auch als hereditares non-
polyptses Kolonkarzinom (hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC) bezeichnet

und einer Vielfalt sporadisch auftretender Tumore [6]. Bei MSI handelt es sich um die
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Verlangerung oder Verkirzung von Mikrosatelliten (repetitive Sequenzen bestehend aus
Mono- bzw. Dinukleotid-Wiederholungen) [7].

X-rays _
Oxygen radicals UV light _ K-rays Replication G1'| —_— gﬁf"i?;}
Alkylating agents Palycyclic aromatic ~ Anti-tumour agents | ¥
; is-Pt, MMC) errors arrest
Spontaneous reactions hydrocarbons (eis-Pt.

Inhibition of:
+ Transcription
+ Replication — Apoptosis

+ Chromosome (cell death)
segregation
Uracil (6-4)PP Interstrand cross-link A-G Mismatch
Abasic site Bulky adduct Double-strand break T-C Mismatch
8-Oxoguanine CPD Insertion
Single-strand break Deletion
Base-excision Nucleotide-excision ~ Recombinational Mismatch repair Mutations Cancer
repair (BER) repair (NER) repair (HR, EJ) Chromosome > )
aberrations f“gbe'ng
nborn

Abbildung 1.1: DNA-Schéaden, Reparaturmechanismen und deren Konsequenzen. (a) oben:
allgemeine DNA-schadigende Substanzen; mitte: Beispiele fir DNA-Schaden induziert durch diese
Substanzen; unten: relevante DNA-Reparatursysteme zur Behebung der Fehler. (b) Akute
Auswirkungen der DNA-Schaden auf den Zellzyklus (oben) und DNA-Metabolismus (mitte). Langfristige
Effekte der DNA-Fehler (unten) wie permanente Veradnderungen der DNA-Sequenz und deren
biologische Folgen. Photoprodukt ((6-4)PP), Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD), Cisplatin (cis-Pt),
Mitomycin C (MMC). Entnommen aus Hoeijmakers (Nature, 2001) [1].

disease

1.2 Basenexzisionsreparatur (BER)

Die BER ist das wichtigste System in Zusammenhang mit DNA-Schaden, die aufgrund des
zellularen Metabolismus entstehen. Sie ist verantwortlich fur die Behebung von Fehlern, die
durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), Methylierung,
Deaminierung, Alkylierung und Hydroxylierung entstehen (zusammengefasst von David und
Williams [8]). Pro Tag treten allein 10* oxidative DNA-Schaden pro Zelle auf, die durch
endogene, zellulare Prozesse entstehen [9, 10]. Fiur die Erkennung dieser Schaden sind im
ersten Schritt der BER DNA-Glykosylasen zustandig. Diese schnippen (,flip®), mit Hilfe der
Komprimierung des DNA-Ruckgrats, die fehlgepaarte Base aus der Helix heraus und nehmen
sie in der internen Vertiefung des Enzyms auf (Abbildung 1.2-1) [1]. Aufgrund der katalytischen
Mechanismen im Inneren des Proteins lassen sich DNA-Glykosylasen in zwei Kategorien

einteilen: monofunktionelle und bifunktionelle Glykosylasen. Monofunktionelle Glykosylasen
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haben ausschliel3lich eine Glykosylaseaktivitéat, wohingegen bifunktionelle Glykosylasen
zusatzlich eine apurinische/apyrimidinische (AP)-Lyaseaktivitat besitzen [11].

Nach Erkennung der Basenfehlpaarung spalten monofunktionelle Glykosylasen N-
glykosidische Bindungen unter Verwendung eines aktiven Wassermolekuls, welches die C1°-
Position des Zuckersubstrats attackiert. Daraus resultiert eine abasische Stelle (abasic site),
welche auch spontan durch Hydrolyse entstehen kann. Diese Stelle bildet das Substrat fur die
AP-Endonuklease 1 (APE1), welche einen Strangschnitt (3-OH) ausfuhrt (Abbildung 1.2-1),
wodurch weitere Komponenten des BER-Kernkomplexes rekrutiert werden [11].
Bifunktionelle Glykosylasen nutzen hingegen einen Amin-Rest als Nukleophil, um den gleichen
C1‘-Kohlenstoff anzugreifen und die fehlgepaarte Base zu entfernen. Dadurch entsteht eine
Schiff-Base als Zwischenschritt. Eine multiple Reaktionskaskade hat zur Folge, dass der
kovalent gebundene Enzym-Substrat-Komplex eine Trennung des DNA-Rickgrats
herbeifiihrt. Durch die zusétzliche AP-Lyaseaktivitat sind bifunktionelle Glykosylasen in der
Lage, Phosphodiesterbindungen zu schneiden, was ohne Einsatz von zusatzlichen AP-
Endonukleasen zu Einzelstrangbriichen der DNA fuhrt [11, 12].

AuRRerdem wird die BER-Reaktion auch durch Einzelstrangbriiche (single strand breaks, SSB),
ausgeldst durch Rontgenstrahlung, initiiert. Nach dem Auftreten von SSB wird Poly(ADP-
ribose)-Polymerase (PARP) aktiviert und bindet zur weiteren Prozessierung zusammen mit X-
ray repair cross-complementing protein 1 (XRCC1) [13] und anderen Hilfsproteinen an den
entsprechenden DNA-Abschnitt [14]. Letztlich wird durch den Einsatz der Polynukleotidkinase
(PNK) [15] ein 3'-OH und 5‘-Phosphat Ende generiert, dass DNA-Polymerasen als Substrat
dient (Abbildung 1.2-111) [1].

Zur SchlieBung der offenen DNA-Enden gibt es zwei Mdglichkeiten. Zum einen wird der 3‘-OH
Terminus von der DNA-Polymerase 3 erkannt. Zusammen mit XRCC1 als Kofaktor entfernt
diese den basenlosen Zuckerrest durch ihre Lyaseaktivitat und fillt die Licke mit einem
Nukleotid wieder auf (Abbildung 1.2-1V-V). Folglich wird der verbleibende Bruch mit Hilfe des
XRCCl1-Ligase-3-Komplexes ligiert (Abbildung 1.2-VI). Dieser vorwiegend genutzte
Reparaturweg wird als short-patch BER bezeichnet. Zum anderen gibt es den long-patch BER-
Weg. Dieser kommt zum Einsatz, wenn die entstandene AP-Stelle weiter oxidiert oder
reduziert und somit resistent gegenuber der Lyaseaktivitat der Polymerase 3 ist. In diesem Fall
finden die replikativen DNA-Polymerasen &/¢ [16] und Polymerase A [17] zusammen mit
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Verwendung, indem sie ein langeres DNA-
Strangstick von 2-15 Nukleotiden entfernen und ersetzen (Abbildung 1.2-VII). Daraufhin
entfernt die flap structure-specific Endonuklease 1 (FEN1) den Nukleotid-Uberhang (Abbildung
1.2-VIll), ehe die DNA-Ligase 1 die DNA-Enden verschlief3t [1, 18, 19].
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Abbildung 1.2: Mechanismus der Basenexzisionsreparatur. Die Schadigung von Basen durch z. B.
ROS (oben links) und die Entstehung von Einzelstrangbriichen (oben rechts) leiten den Reparaturweg
der BER Uber den gebrauchlicheren short-patch BER (unten links) oder den selteneren long-patch BER-
Weg (unten rechts) ein. Ausfihrliche Erklarung siehe Text. Entnommen aus Hoeijmakers (Nature, 2001)

1.

Aufgrund bisheriger Erkenntnisse Uber Kristallstrukturen der Glykosylasen wurden diese
anhand struktureller Gemeinsamkeiten in vier Familien eingeteilt. Die ersten drei Familien sind
nach ihrer Ahnlichkeit zur Uracil-DNA-Glykosylase (UDG), Alkyladenin-DNA-Glykosylase
(AAG) und bakterieller 8-oxoG-DNA-Glykosylase (MutM/Fpg) benannt. Der Name der vierten
Familie richtet sich nach dem charakteristischen aktiven Zentrum der zugehérigen Enzyme.
Diese beinhalten eine helix-hairpin-helix (HhH)-Struktur gefolgt von einer Glycin/Prolin (GP)-
reichen Schlaufe (,loop®) und einem Kkatalytischen Asparaginsaure (D)-Rest (HhH-GPD-
Familie) [20-25]. Die Mitglieder der UDG- und AAG-Familien bestehen aus kompakten
Einzeldoménen-Enzymen, wohingegen die MutM/Fpg- und HhH-GPD-Familien grofRRere
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Enzyme mit mehreren Doménen enthalten. Enzyme der UDG- und AAG-Familien sind
kompakte Proteine, die relativ kleine DNA-Interaktionsoberflachen ausbilden. Mitglieder der
MutM/Fpg- und HhH-GPD-Familien bestehen aus multiplen Domanen, deren aktives Zentrum
an Gabelungen (,junctions®) von Interdoméanen lokalisiert ist. Jede zusatzliche Domane ist auf
eine bestimmte biologische Aufgabe spezialisiert. Einige MutM/Fpg- und HhH-GPD-
Familienmitglieder besitzen zudem strukturelle Metallionen. Obwohl sich die allgemeinen
Strukturen aller Familien und deren Mitglieder unterscheiden, so haben sie eines gemeinsam:
alle binden primar an den Schaden enthaltenden DNA-Strang und nehmen die fehlgepaarte
Base aus der Duplex in ihre extrahelikale Erkennungstasche zur weiteren Prozessierung auf
[11]. Dabei besitzen einige DNA-Glykosylasen ein breites Spektrum an Substraten, die sie

erkennen, wahrend andere sehr spezifisch sind [26].

1.3 Die Adenin-DNA-Glykosylase MUTYH und deren Rolle bei
oxidativen DNA-Schéaden

Guanin (G) ist die Base, die am anfalligsten fir oxidative Schaden durch ROS ist. Dies liegt
an dem niedrigen Redoxpotential von Guanin und fuhrt zu Unmengen oxidierter Guanin-
produkte [27]. Das am sorgféltigsten studierte Guanin-Oxidationsprodukt ist 7,8-Dihydro-8-
Oxoguanin (8-ox0G, OG) [28], welches haufig als Indikator von oxidativem Stress in Zellen
genutzt wird [29]. 8-0x0G ist vor allem deshalb schadlich, weil es durch eine Addition der Oxo-
Gruppe an die Kohlenstoffposition 8 (C8), eines Wasserstoffatoms an die Stickstoffposition 7
(N7) und zusatzliche Konformationsanderung von anti- in syn-Richtung die Base Thymin (T)
funktionell imitieren kann (Abbildung 1.3). Dies flhrt dazu, dass es zu einer stabilen
Basenpaarung zwischen 8-0xoG und Adenin (A) kommen kann [30], die den problemlosen
Bypass von replikativen DNA-Polymerasen ermdglicht [31]. Wird 8-oxoG nicht vor der
Replikation entfernt, so kbnnen daraus G zu T Transversionsmutationen resultieren [27]. Um
das mutagene Potential von 8-0xoG abzuschwachen, haben alle Organismen Reparaturwege
dagegen entwickelt. In Bakterien handelt es sich dabei um die Enzyme MutT, MutM (auch
bekannt als Fpg) und MutY [32]. Zu den entsprechenden humanen Proteinen gehoren das
MutT Homolog 1 (MTH1; auch NUDT1 genannt), die 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase (OGG1)
und das MutY Homolog (MUTYH) [33], die am 8-oxoG-Reparaturweg beteiligt sind.
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Abbildung 1.3: Struktur von 8-0xoG und mégliche Basenpaarung. 8-oxoG unterscheidet sich von
G durch die Addition einer Oxo-Gruppe an Position C8 und eines Wasserstoffatoms an Position N7 (rot
bzw. rote Kreise). Diese Verénderung ermdglicht 8-oxoG sowohl mit Cytosin (C) als auch mit Adenin
(A) Basenpaarungen einzugehen, indem es seine Konformation andert (anti - syn Orientierung). Links:
Entnommen aus Lee & Verdine (PNAS, 2009) [34]. Mitte, rechts: Entnommen aus David et al. (Nature,
2007) [30].

Entdeckt wurde der Reparaturweg in Bakterien (zusammengefasst von Brinkmeyer [35]). Miller
et al. zeigte, dass in Abwesenheit von MutY die mutagene G:C zu T:A Transversionsrate in
einem Lac+ Reversionsassay gering ist [36]. Die Gruppe benutzte fir dieses Assay einen
E. coli Stamm mit einem verédnderten lacZ-Gen, welches nur durch eine bestimmte
Transversion zum Wildtyp (WT) reversiert werden kann und blaue Kolonien bildet. Die geringe
Mutationsrate trotz Abwesenheit von MutY lag an dem Vorhandensein von MutM, einer
Glykosylase/apurinischen Endonuklease, welche die geschéadigte Base 8-oxoG gepaart mit
Cytosin entfernt [37]. Weitere Untersuchungen Millers illustrierten, dass die Mutationsrate
bedeutend héher ausfiel, wenn beide — MutM und MutY — abwesend waren. Lediglich die
Plasmidexpression des mutY-Wildtyps flhrte zu einer Verringerung der G:C zu T:A
Transversionsmutationen. Somit konnte demonstriert werden, dass beide Proteine in
demselben Reparaturweg tatig sind, um Mutationen durch oxidative Schaden der Base Guanin
in der DNA zu verhindern [38].

1988 fanden erste Analysen zum Genprodukt von mutY statt. Diese zeigten, dass es keine
Endonukleaseaktivitat, sondern vielmehr eine Glykosylaseaktivitat besitzt. Zudem ist MutY im
methylunabh&ngigen Reparaturweg von E. coli involviert, der A:G Fehlpaarungen zu C:G
Basenpaaren korrigiert [38, 39]. Aufgrund der bis dato bekannten Fakten, dass die
Inaktivierung von mutM und mutY zu G:C nach T:A Transversionen fuhrt und die DNA-
Synthese Uber 8-0xoG hinaus zum Fehleinbau von Adeninen gegenuber 8-oxoG fuhrt [31],
testeten Miller et al. OG:A als Substrat fir MutY. Dabei fanden sie heraus, dass im Gegensatz
zu anderen Abwehrmechanismen, welche die geschadigte Base angreifen, MutY die
unbeschadigte Base Adenin sowohl aus G:A als auch aus OG:A Substraten entfernte [32, 38].
Im Zusammenhang mit nachfolgenden Arbeiten konnte verdeutlicht werden, dass OG:A

Fehlpaarungen in vitro und in vivo das bevorzugte Substrat fir MutY darstellen [35, 40-42].
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Da die Gensequenz der bakteriellen MutY-Glykosylase bekannt war, suchte man nach
homologen Genen in anderen Organismen. Dabei durchsuchte Slupska et al. eine cDNA-
Sequenzdatenbank (Human Genome Sciences) nach Fragmenten, welche fir die homologe
Proteinsequenz von E. coli MutY kodierte. In einer humanen Gehirn-cDNA-Datenbank
entdeckten sie einen Klon mit gleichen Eigenschaften: das humane Gen MUTYH (MutY
Homolog, damals hMYH bezeichnet). Es enthélt 16 Exons, 15 Introns, ist 11,2 kb lang [43] und
befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 zwischen p32.1 and p34.3 [44]. Die 16
Exons kodieren tber mehrere Transkriptvarianten verschiedene Proteinisoformen, wobei die
bisher langste aus 549 Aminosauren besteht. Das Besondere an der Position von MUTYH auf
Chromosom 1 ist, dass es mit einem zweiten proteinkodierenden Gen namens target of EGR1
(TOE1) im 5'-Bereich von Exon 1 uberlappt. TOE1 wird dabei in entgegengesetzter Richtung
abgelesen. Sich Uberschneidende Gene weisen meist mehr Splei3varianten auf als ihre nicht
tberlappenden Orthologe (Abbildung 1.4) [45].

—— MUTYH

Abbildung 1.4: Anordnung der Gene MUTYH und TOE1. Transkribierte Regionen sind als Vierecke
verzeichnet und stellen Exons dar. Die farbigen Abschnitte weisen auf Protein-kodierende Bereiche hin.
Es sind mehrere Transkriptvarianten beider Gene abgebildet. Das erste TOE1-Exon Uberlappt alle
ersten MUTYH-Exons, wird aber in entgegengesetzter Richtung abgelesen. Die oberen
Transkriptvarianten von MUTYH und TOEL1 teilen sich ein CATG Tetranukleotid, welches als Startcodon
fur die Translation beider Gene fungiert. Entnommen aus Makalowska (Gene, 2008) [45].

MUTYH weist eine 41%ige Ubereinstimmung zum E. coli Protein MutY auf [44]. In
darauffolgenden  Studien wurden zudem Homologe in weiteren Arten wie
Schizosaccharomyces pombe [46] oder Mus musculus [47] identifiziert. Funktionelle in vitro
Studien des humanen MUTYH-Enzyms offenbarten, dass es Adenine sowohl von OG:A
Fehlpaarungen als auch in einem geringeren Mal3e von G:A Fehlpaarungen entfernt [48].
Somit handelt es sich bei MUTYH um das wahrhaftige Homolog der bakteriellen MutY-
Glykosylase [35].

Die humane, bifunktionelle 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase 1 (OGG1) bildet die erste
Schutzbarriere vor dem mutagenen Basenprodukt 8-0xoG (OG) nach Kontakt mit reaktivem
Sauerstoff. OGG1 erkennt die geschadigte Base und entfernt die Lasion aus der OG:C
Basenpaarung [23]. Mit Hilfe des nachfolgenden short-patch BER-Wegs [49] wird schlie3lich
wieder eine normale G:C Basenpaarung hergestellt (Abbildung 1.5). Ist OGG1 nicht in der
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Lage 8-oxoG rechtzeitig vor der nachsten Replikationsrunde zu entfernen, kommt es neben
Cytosin auch zum Einbau von Adenin gegenuber 8-0xoG durch Replikationspolymerasen.
Diese OG:A Basenfehlpaarung dient wiederum als Substrat fuir MUTYH, eine monofunktionelle
Glykosylase, die ausschlieBlich an der Reparatur von 8-oxoG beteiligt ist [32, 50]. Nach
Beseitigung der unbeschadigten Base Adenin aus dem DNA-Riickgrat wird Uber den long-
patch BER [51] wieder ein Cytosin gegeniber 8-0xoG eingebaut. Dadurch bekommt OGG1
zum zweiten Mal die Chance, die oxidative Lasion zu entfernen. Findet ohne die Reparatur
durch MUTYH jedoch eine zweite Replikationsrunde statt, so resultiert aus der OG:A
Fehlpaarung eine T:A Transversionsmutation. Gemeinsam verhindern OGG1 und MUTYH
somit die Mutagenese nach oxidativen DNA-Schaden. Unterstitzt werden sie au3erdem durch
das humane MTH1-Enzym. MTH1 verhindert den Einbau von 8-0xoG in die DNA durch
Hydrolyse von 8-oxo-Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) zu 8-oxo-Desoxyguanosin-
monophosphat (dGMP), wodurch es der Polymerase nicht mehr als Substrat wahrend der

Replikation zur Verfigung steht [52].
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Abbildung 1.5: Basenexzisionsreparaturweg von 8-oxoG. Zentrum: Die Entstehung von 8-oxoG (O)
durch oxidativen Stress verursacht GC:TA Transversionsmutationen. Die humanen DNA-Glykosylasen
OGG1 und MUTYH sind bei der Exzision von Basen aus der DNA beteiligt. OGG1 entfernt O aus O:C
Basenpaarungen, wahrend MUTYH A aus O:A Basenpaarungen beseitigt. Dabei entsteht eine AP-
Stelle in der DNA. Die darauffolgenden Schritte der BER sind unter ,Reparatur‘ zusammengefasst. Das
humane MTH1-Protein spielt hingegen eine wichtige Rolle in der Beseitigung von freiem 8-oxo-dGTP
zu 8-0x0-dGMP und Pyrophosphat (PP). Verandert nach David et al. (Nature, 2007) [30].
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14 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften von MutY und MUTYH

MutY- und MUTYH-Proteine bestehen aus zwei Hauptdoménen, welche tber eine Linker-
region miteinander verbunden sind [53, 54]. Die katalytische N-terminale Domé&ne beinhaltet
eine aus sechs Helices bestehende Gebinde-Domaéne (barrel domain), die das typische helix-
hairpin-helix Motiv enthélt. Auf dieses folgt eine Glycin/Prolin-reiche Schlaufe (loop) und ein
katalytisch essentieller Asparaginsaurerest. Bezeichnet wird dieser gesamte Teil des Proteins
darum als HhH-GPD-Motiv. Weitere Mitglieder dieser Familie von DNA-Glykosylasen sind
OGG1, E. coli Endonuklease Il und dessen humanes Homolog NTH1 [20-25]. Das HhH-GPD-
Motiv von E. coli MutY ist sowohl an der Erkennung als auch der Entfernung von Adenin
gegeniuber 8-oxoG beteiligt [55] und besitzt zudem ein Eisen-Schwefel-Cluster (4Fe-4S),
wodurch es zur Untergruppe Nth gehort [56, 57]. Das Eisen-Schwefel-Cluster wird durch vier
Cysteine koordiniert und beinhaltet eine exponierte Schlaufe, die als Fe-S cluster loop (FCL)-
Domaéane bezeichnet wird [24, 58]. MutY-Proteine, denen das Eisen-Schwefel-Cluster fehlt,
sind in vitro vollkommen inaktiv. Die positiv geladenen Aminosaurereste des FCL sind
aul3erdem zur Substraterkennung der negativ geladenen DNA essentiell [24, 59, 60]. MutY ist
insofern einzigartig unter den Mitgliedern der HhH-GPD Familie, dass es als einziges Enzym
eine Carboxydoméne enthalt, welche verantwortlich fur die Identifizierung von 8-oxoG ist.
Durch die Deletion des C-Terminus sinkt die Erkennung von 8-oxoG:A [42]. Der C-Terminus
ist strukturell sehr &hnlich zum MutT-Protein, welches 8-0xo-dGTP zu 8-oxo-dGMP
hydrolysiert [54, 61]. Hochauflosende Strukturen der isolierten, katalytischen N-terminalen [53]
und C-terminalen Doméane [54] von E. coli MutY waren bereits im Jahr 2000 bekannt, doch
Fromme et al. ist es 2004 erstmals gelungen die Kristallstruktur von Bacillus
stearothermophilus MutY im Komplex mit DNA inklusive enthaltener 8-oxoG:A-Fehlpaarung
Uber Disulfid cross-linking in voller Lange darzustellen (Abbildung 1.6). Das Enzym erkennt 8-
oxoG Uber Wasserstoffbriickenbindungen und umgibt den 8-oxoG enthaltenden DNA-Strang
wie ein Sandwich mit der N- und C-terminalen Doméne. Der 8-oxoG-Rest verbleibt intrahelikal,
ist allerdings in der anti-glykosidischen Konformation gebunden im Gegensatz zur syn
Konformation, wenn es mit Adenin gepaart vorliegt [55]. Eine weitere Kristallstruktur bestétigte,
dass MutY sein Adeninsubstrat tief ins aktive Zentrum aufnimmt und Uber multiple
Wasserstoffbrickenbindungen und hydrophobe Interaktionen Kontakt zum Substrat hat [34,
35].
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Abbildung 1.6: Bacillus stearothermophilus MutY-DNA-Komplex. (a) Die katalytische N-terminale
Domane, bestehend aus dem Eisen-Schwefel-Modul (griin) und der sechs-Helix Gebinde-Domane
(hellblau), interagiert hauptsachlich mit dem DNA-Strang, der das Adenin-Substrat enthalt. Die C-
terminale Domane (B-Strange blau, Helices rot) bildet weitreichende Kontakte mit dem 8-oxoG-Strang
aus. (b) Gleiche Struktur wie links nur um 90° nach vorne in Richtung des Betrachters gedreht. Ein Ca?*-
lon (violetter Kreis) ist sichtbar, das in (a) verdeckt war. DNA (gold), 8-oxoG (magenta), Adenin (lila),
Schwefel- und Eisenatome (gelb und orange). Enthommen aus Fromme et al. (Nature, 2004) [55].

2010 zeigten Luncsford et al. die erste Kristallstruktur eines Fragments von MUTYH (AS 65-
350), dass aus der katalytischen Doméne und der Linkerregion besteht, welche N- und C-
Termini verbindet [62]. Diese Struktur verriet, dass sich die katalytischen N-terminalen
Domanen von E. coli MutY und humanem MUTYH sehr ahneln. Die Aminosauresequenzen
des HhH-GPD-Motivs und der Cystein-Liganden, welche das Eisen-Schwefel-Cluster
koordinieren, sind hochkonserviert zwischen Bakterien und Eukaryoten [53, 55, 62]. Allerdings
unterscheiden sich die Linkerregionen deutlich. Die Linkerregion von MUTYH ist involviert in
die Interaktion mit einer Reihe anderer, fir die DNA-Reparatur essentieller Enzyme. Dazu
gehdren Proteine der DNA-Replikation (replication protein A, RPA und PCNA), mismatch
Reparaturenzyme (MSH6) und DNA-Schadensreparaturproteine wie der Rad9-Rad1-Hus1 (9-
1-1) Komplex (zusammengefasst von [63]). Letzterer spielt beispielsweise bei den Zellzyklus
Checkpoints eine Rolle, indem der Komplex den Zellzyklus mit anhaltender DNA-Reparatur
koordiniert. Somit ist der Linker zwischen katalytischer und 8-oxoG Erkennungsdomane von
MUTYH ein kritisches Element zur Minimierung des mutagenen Potenzials oxidativer DNA-
Schéden [35, 47, 51, 62].

Neben 8-oxoG vermittelt MutY aul3erdem die Entfernung von Adenin gegeniber anderen
Basen wie Guanin, Formamidopyrimidin-Guanin (FapyG) oder Cytosin [8, 64, 65]. Insgesamt
zeigen zahlreiche Experimente jedoch, dass OG:A Fehlpaarungen das biologisch relevantere
Substrat von MutY darstellen [66]. Studien, die mit einem C-terminal trunkierten MutY Protein
(A226-350) durchgefuhrt wurden, zeigten, dass die C-terminale Domé&ne verantwortlich fur die
enge Assoziation von MutY mit OG:A ist. In vitro Experimente zur Substratbindungsaffinitat
von MutYA226-350 machten eine 750-fache Reduktion im Vergleich zum Wildtyp-Protein

deutlich [67, 68]. Die Deletion des C-Terminus resultierte in einem Verlust der OG-spezifischen
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Bindungsaffinitat, was der C-terminalen Doméane eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
OG-Schéaden zuspricht [35].

Um die mismatch Erkennung und die Adeninbeseitigung bei OG:A Fehlpaarungen in E. coli
genauer zu evaluieren, ersetzten Livingston et al. den OG-Schaden durch normales Guanin
und Adenin durch das Analog 3-Deaza-2'-deoxyadenosin (Z3). MutY wies dabei in vitro eine
hohere Affinitat zu OG:Z3 als G:A auf. Zudem war MutY dazu in der Lage, OG:Z3 mit gleicher
Affinitat zu binden wie OG:A. Dies macht deutlich, dass das modifizierte Adenin-Analog keinen
Einfluss auf die Fahigkeit des Proteins hat, sein Substrat zu erkennen und zu binden. Des
Weiteren demonstrierte die Gruppe in vivo ein signifikantes Fehlen der Reparatur von G:A-
Fehlpaarungen durch MutY, wahrend die Reparatur des OG:Z3 mismatch an die des WT-
Levels heranreichte [69]. Zusammenfassend lasst sich zu diesen Experimenten festhalten,
dass MutY hauptsachlich auf die Identifizierung des OG-Schadens spezialisiert ist [66] und
eine deutliche Praferenz gegentber OG:A-Fehlpaarungen im Vergleich zu G:A-Substraten
aufweist. Dies ist Ubereinstimmend mit der Entdeckung, dass MutY eine 30-fach hohere
Bindungsaffinitat zu einem OG:F (2-Deoxyformycinadenin)-Analog aufweist verglichen mit der
entsprechenden G:F-Duplex [70]. MutY préferiert also deutlich die Erkennung des 8-oxoG-
Schadens anstatt der fehlgepaarten Adenin-Base (zusammengefasst von Brinkmeyer [35]).
Um den katalytischen Mechanismus von MutY-Proteinen zu verstehen, wurden eine Reihe
von Untersuchungen zu den kinetischen Eigenschaften von E. coli MutY beziglich OG:A und
G:A Duplexbindungsfahigkeit durchgefiihrt. Mit Hilfe von single-turnover (STO)-Experimenten
wurde demonstriert, dass es einen Unterscheid bei der Verarbeitung von OG:A-Substraten im
Vergleich zu G:A Substraten durch E. coli MutY gibt. Die Beseitigungsrate von Adenin
gegenlber 8-0xoG war 6-fach hoher als die des entsprechenden G:A Substrats. Aul3erdem
wurde belegt, dass MutY langsamer vom OG:A als vom G:A mismatch dissoziierte [71]. Die
Stabilitdt des MutY-OG:A-Komplexes bedeutet, dass MutY spezifische Kontakte zum OG-
Schaden aufgebaut hat, der Uber die Adenin-Entfernung hinaus zeitlich anhielt. Dieser feste
Kontakt herrschte nicht zu normalem Guanin, wodurch dieses eher dissoziierte. Dieses
Verweilen von MutY an der Stelle des OG:A Schadens hat einen biologisch wichtigen
Hintergrund. Dadurch kann MutM nicht gleichzeitig den oxidativen Schaden an der Guanin
Base reparieren, da 8-oxoG durch die Bindung von MutY unzugénglich ist. Kénnten beide
Enzyme gleichzeitig aktiv sein, wéare dies insofern schadlich fur die Zelle, da ein
Doppelstrangbruch entstehen wirde. Die hohe Affinitdt von MutY zum OG:A Substrat blockiert
somit die Erreichbarkeit der oxidativen L&sion fir MutM bis weitere Enzyme des BER-
Reparaturwegs Ubernehmen [71]. Tats&chlich haben mehrere Studien bereits bewiesen, dass
BER-Enzyme aufeinander abgestimmt sind, um die instabilen Intermediate wahrend der
Entfernungs- und Syntheseschritte des BER-Prozesses zu schitzen [35, 72-74].

Sequenzabgleiche zwischen MutY und MUTYH offenbarten obendrein, dass die Aminoséauren,
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die den Kontakt zum Substrat herstellen, konserviert sind. Daraus lasst sich ableiten, dass
MUTYH die Substrat enthaltende DNA in gleicher Weise bindet und prozessiert wie E. coli
MutY [34, 55].

15 MUTYH-assoziierte Polyposis (MAP) und die Entstehung von

kolorektalen Karzinomen

Der Schutz vor Mutationen der DNA generell und in Zusammenhang mit 8-oxoG ist von
enormer Wichtigkeit. Dies wurde deutlich, als ein Zusammenhang zwischen kolorektalen
Karzinomen und Mutationen des fur MUTYH kodierenden Gens entdeckt wurde. Al-Tassan
stellte mit seiner Arbeit 2002 den ersten Zusammenhang zwischen vererbbaren Defekten der
Basenexzisionsreparatur und Krebs her. In der Publikation wird eine britische Familie
(bezeichnet als Familie N) vorgestellt, in der einige Geschwister typische Symptome zeigen,
die charakteristisch fur die familidre adenomatdse Polyposis (FAP) sind [75]. Die FAP stellt
eine bekannte vererbbare Darmerkrankung dar, bei der Betroffene (bersat sind mit
adenomatdsen Polypen des Dickdarms, welche aufgrund von Mutationen des Gens APC
(adenomatous polyposis coli) entstehen. Das APC-Protein nimmt als Tumorsuppressor eine
wichtige Rolle u. a. bei der Kontrolle der Proliferation und Differenzierung kolorektaler
Epithelzellen im Wnt-Signalweg ein [76]. In den meisten kolorektalen Tumoren ist es deshalb
mutiert. Obwohl der familiare Hintergrund der FAP auf vererbte Keimbahnmutationen im APC
Gen zurlckzufuhren ist, war dies nicht zutreffend fur Familie N. Einhergehend mit dem
Polyposis-Phanotyp der Familie (drei der sieben Geschwister wiesen mehrere kolorektale
Adenome auf) fanden sich in der DNA der Tumore der betroffenen Familienmitglieder
inaktivierende somatische Mutationen des APC-Gens. Bei der Untersuchung war vor allem die
Art der Mutationen sehr aufschlussreich, da es sich um GC zu TA Transversionen handelte.
Diese Art von Mutation ist assoziiert mit 8-oxoG und flihrte dazu, dass diejenigen Gene
sequenziert wurden, die fir Enzyme des humanen 8-oxoG-Reparaturwegs kodieren. Es stellte
sich heraus, dass biallelische missense Keimbahnmutationen in MUTYH vorhanden waren.
Diese Mutationen resultierten in zwei MUTYH-Proteinvarianten, von denen jede durch einen
Aminosaureaustausch gekennzeichnet war: Y179C und G396D (NP_001121897.1 —friiher als
Y165C und G382D bezeichnet nach NP_001041636.1). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit von
MUTYH zu E. coli MutY wurde die Proteinaktivitat beider Varianten an E. coli MutY analysiert.
Beide Varianten zeigten eine eingeschrankte Aktivitat bei der Entfernung von fehlgepaarten
Adeninen im Vergleich zum WT [75, 77]. Diese Erkenntnis unterstitzte die Hypothese, dass
MUTYH-Varianten in ihrer Kapazitat limitiert sind, die Reparatur von 8-oxoG:A Fehlpaarungen
Zu initiieren. Dies wiederum fihrt zu einem erhdhten Vorkommen von somatischen G>T

Transversionen in APC und somit wahrscheinlich zur Inaktivierung des zugehdrigen
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Tumorsuppressorproteins und der Entstehung von Adenokarzinomen. Somit entdeckte Al-
Tassan einen neuartigen Mechanismus, bei dem vererbbare Gendefekte eines BER-Enzyms
(MUTYH) Mutationen in weiteren Genen (APC) zur Konsequenz haben, welche mit der
Pradisposition fur Krebs assoziiert sind. Mittlerweile wird dieser Zusammenhang als MUTYH-
assoziierte Polyposis (MAP) bezeichnet [78].

Kolorektale Karzinome (colorectal cancer, CRC) stellen den dritthdufigsten Krebs bei Mannern
und den zweithaufigsten Krebs bei Frauen weltweit dar [79]. Diese Zahlen ergaben sich bei
einer weltweiten Auswertung von Daten im Jahr 2012 (GLOBOCAN) durch die ,Internationale
Agentur fir Krebsforschung®, kurz IARC (international agency for research on cancer), welche
eine Einrichtung der Weltgesundheitsorganisation ist. In Deutschland ist Darmkrebs der am
zweithaufigsten diagnostizierte Krebs bei Mannern und Frauen nach Prostata- bzw. Brustkrebs
[80]. Laut Angaben des Zentrums flir Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-Institut in
Berlin lagen die Zahlen fur Darmkrebsneuerkrankungen in Deutschland 2012 fir Manner bei
33.740 und fur Frauen bei 28.490, wobei die relative 5-Jahres-Uberlebensrate 63% fiir beide
Geschlechter betrug [81]. Etwa 70% aller CRCs sind sporadischen Ursprungs und das
Lebenszeitrisiko, daran zu erkranken, liegt bei ca. 5% [6]. 30% aller CRC-Falle stellen
hingegen vererbbare Formen dieser Krankheit dar [82, 83], von denen etwa 5% einen
etablierten Mendelschen Vererbungshintergrund aufweisen. Die restlichen ~25% vererbbarer
CRCs sind bisher nicht vollstandig erforscht. Beispiele hierfir sind verbreitete Polymorphismen
in Genen, welche die Regulation des Metabolismus betreffen, oder Gene, die durch
Umweltfaktoren oder andere genetische Faktoren beeinflusst sind [6].

Zu den gut untersuchten vererbbaren CRC Syndromen gehoren u. a. das Lynch-Syndrom
(friher hereditares nicht-polypdses Kolonkarzinom, HNPCC), die FAP und die attenuierte
Form AFAP, die MAP und die Polymerase proofreading-assoziierte Polyposis (PPAP). Das
Lynch-Syndrom basiert auf Gendefekten, deren Produkte an der MMR beteiligt sind. Hierbei
sind hauptséchlich Mutationen im humanen MutS Homolog 2 (MSH2) und MutL Homolog 1
(MLH1) ursachlich [84]. Das Lynch-Syndrom macht circa 2-4% aller CRCs aus, wobei das
Erkrankungsrisiko bei 75% liegt [6]. Die DNA-Polymerasen POLE und POLD1 Uibernehmen
funktionell das kontrollierte Ablesen (proofreading) der DNA wahrend der Synthese und
nehmen gegebenenfalls Korrekturen vor. Mutationen der Polymerasen kdnnen sowohl auf
Keimbahnebene als auch somatisch auftreten und fihren wiederum zu Fehlern in neu
synthetisierten Genen. Die zugehdrige Erkrankung wird als PPAP bezeichnet [85]. Die
familiare adenomattse Polyposis und deren abgemilderte Form der attenuierten familidren
adenomatdsen Polyposis werden beide durch Keimbahnmutationen im APC-Gen
hervorgerufen. Die klassische FAP zeichnet sich durch das Auftreten von 100-1000
adenomatdsen Polypen im Kolon bereits im Teenageralter aus. Fast alle Betroffenen haben

bis zu einem Alter von 35 Jahren Adenome entwickelt, welche unbehandelt zu CRC bei einem
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Durchschnittsalter von nur 39 Jahren fiihren. Im Alter von 50 Jahren haben 95% der Patienten
CRC entwickelt [86]. Bei Patienten mit AFAP besteht hingegen ein geringeres
Erkrankungsrisiko von 69%. Die Krankheit entwickelt sich mit héherem Alter und es treten im
Schnitt weniger als 100 Polypen auf. Welche Form der FAP vorkommt, hangt vom Ort der
Mutation im APC-Gen ab. Bei FAP haben die meisten tber das APC-Gen verteilten Mutationen
ein trunkiertes Protein zur Folge, wéhrend sich die Mutationen bei AFAP eher auf die distalen
5- und 3'-Regionen des Gens zu konzentrieren scheinen [76, 87—-89].

Circa 7-20% der klassischen FAP-Félle ohne APC-Mutation und 15-30% der AFAP-Félle sind
das Ergebnis von Mutationen in MUTYH [90, 91]. Die MUTYH-assoziierte Polyposis wird
autosomal-rezessiv vererbt [92] im Gegensatz zu den vorherig genannten polypdsen
Erkrankungen, welche einem autosomal-dominanten Erbgang folgen [6]. Das bedeutet, dass
inaktivierende Mutationen in beiden Allelen zur Auslésung der Krankheit notwendig sind.
Dadurch lasst sich die Erkrankung vermehrt unter Geschwistern nachweisen und weniger Uber
Generationen hinweg [93]. Verwandte von MAP-Patienten mit einer heterozygoten MUTYH
Mutation haben ein Darmkrebsrisiko, welches vergleichbar ist mit Verwandten ersten Grades
von Patienten mit sporadischem CRC [94]. Zudem wurden bei Analysen von Plotz et al.
Expressionsdaten von gesunden Kontrollpatienten (ohne Polypen, Kolonkarzinomen und
wissentlichen MUTYH Mutationen) und Polyposis-Patienten verglichen. Dabei wurde ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) entdeckt, welcher zur
Reduktion einer Transkriptvariante von MUTYH fuhrte, wodurch ein erhdhtes Krebsrisiko auch
fur heterozygote Mutationstrdger maoglich ist [95]. Die MAP macht derzeit <1% aller CRC-
Erkrankungen aus. Diese Zahl konnte allerdings zunehmen, wenn man bedenkt, dass immer
mehr Patienten genetisch auf Mutationen in MUTYH getestet werden, deren
Krankheitsursache noch unklar ist [6, 30, 96]. Der kolorektale Phé&notyp der MAP imitiert den
der attenuierten FAP inklusive der Neigung zur Ausbildung proximaler kolorektaler Tumore
[97]. Zusétzlich zu Darmpolypen und Darmkrebs treten Magen- und Zwdlffingerdarmpolypen
bei 11-17% der MAP-Patienten auf. Das Erkrankungsrisiko von Zwoélffingerdarmkarzinomen
betragt rund 4%. Fir ein erhthtes Magenkrebsrisiko wurde nur ein statistisch nicht-
signifikanter Trend berichtet. Im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung besitzen MAP-Betroffene
ein doppelt so hohes Risiko fur extraintestinale Malignitdten. Dazu gehodren Eierstock-,
Blasen-, Haut- und wahrscheinlich Brustkrebs [98, 99]. Das lebenslange Risiko an CRC zu
erkranken betragt fir MAP-Patienten 80% [6] und das Durchschnittsalter bei einer
Kolonkarzinomdiagnose liegt bei 48 Jahren. Darmpolypen treten typischerweise bis zum
vierzigsten Lebensjahr auf. Patienten kénnen dennoch schon in weit friherem Alter von
Polypen und Krebs betroffen sein. In jungen Darmkrebspatienten wurden sogar biallelische
Mutationen in MUTYH ohne das Auftreten von Polypen gefunden [100]. Des Weiteren wurden

in den Tumoren einer groRen Anzahl MAP-Patienten somatische GC:TA
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Transversionsmutationen im Onkogen KRAS entdeckt, welches eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion spielt [101]. Dies deutet darauf hin, dass neben dem APC-Gen alle
Zielgene von MUTYH von Mutationen betroffen sein kdnnen, insofern bei MUTYH eine
Fehlfunktion vorliegt. Die genauen Auswirkungen dieser Fehlfunktion sind Gegenstand
aktueller Forschung.

1.6 Problemstellung und Zielsetzung des Projekts

16.1 Transkriptionsregulation von MUTYH

Zur Aufrechterhaltung der normalen Zellfunktion werden bestimme housekeeping Gene
standig und andere durch die Beteiligung bestimmter (Transkriptions-)Faktoren bei Bedarf
hoch- oder runterreguliert. Nicht bekannt ist jedoch, woriiber die Transkription von MUTYH
reguliert ist. Das humane MUTYH-Gen zeigt starkes alternatives SpleiRen, wodurch
verschiedene Genprodukte entstehen, von denen die biologisch relevanten bekannt sind. So
wurden bereits drei alternative erste Exons (Exon 1a, 1B und 1y) identifiziert, die flr Proteine
mit unterschiedlicher subzellularer Kompartimentierung kodieren [102—104]. MUTYH besteht
insgesamt aus 16 regularen Exons, von denen insbesondere zwei Hotspots fir alternatives
SpleiRen darstellen: Exon 1 und Exon 3 (Abbildung 1.7 a). Die drei alternativen ersten Exons
(alternative first exons, AFEs) kommen von 5’ nach 3° in der Reihenfolge a, y und 8 vor. Das
la-Exon enthélt eine mitochondriale Lokalisationssequenz [103, 104], wahrend die 1y- und
18-AFEs ab Exon 2 translatiert und anhand ihrer Sequenz zielgerichtet in den Nukleus
transportiert werden [102, 104]. Exon 3 weist ebenso mehrere Stellen flr alternative
SpleiBvorgange auf, wodurch bereits mehrere SpleiRvarianten von MUTYH in
unterschiedlichen Zelltypen und Geweben entdeckt wurden, die zu verschiedenen
Proteinisoformen fiihren [43, 105]. Plotz et al. konnten 2012 schlieRlich einen Zusammenhang
zwischen der Expression bestimmter Trankskripte und deren Vorkommen nachweisen.

Demnach ist die MUTYH-Expression organabhéngig und Kkorreliert mit der
Proliferationsaktivitdit des jeweiligen Gewebes. Die AFEs wurden gewebespezifisch
abgelesen: Transkripte der mitochondrialen Proteinisoformen dominierten in Muskelgewebe
und Lymphozyten, wahrenddessen im aszendierenden Teil des Kolons, den Hoden und
Krebszelllinien die Menge an nukle&ren Transkripten am hochsten war (Abbildung 1.7 b) [95].
Obwohl eine organspezifische Expression der MUTYH-Transkripte nachgewiesen wurde, ist
die transkriptionelle Regulation von MUTYH vor allem im Hinblick auf die unterschiedliche
Isoformenregulation bisher nicht geklart. Darum sollte der erste Teil des Projekts dazu dienen,
mogliche regulative genetische Elemente im MUTYH-Promotor und dem Bereich des ersten

Exons durch in silico Analysen zu identifizieren und mit Hilfe eines eigens dafir entworfenen
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MUTYH-Promotor-Minigenmodells zu untersuchen. Daruber hinaus sollten ebenso andere
Regulationsmechanismen der Transkription, wie epigenetische DNA-Methylierungen, in

Betracht gezogen und Uberprft werden.
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Abbildung 1.7: Struktur des MUTYH-Gens und die Verwendung der drei alternativen ersten
Exons. (a) MUTYH besteht insgesamt aus 16 Exons (Vierecke) mit einer Lange von ~13 kb (inklusive
~2 kb Promotorléange). Alternatives Splei3en tritt vor allem im ersten Exon (orange), welches aus drei
alternativen ersten Exons a, 3 und y besteht, und Exon 3 (blau) auf. Die Startcodons der Translation
(ATG) fur die mitochondriale (M) und nukleadre (N) Lokalisationssequenz sind angegeben. (b) MUTYH
AFE-Nutzung im Kolon und kolorektalen Krebszellen. Die Nutzung der AFEs wurde mittels qPCR in
Kolonproben und humanen Kolonkrebszelllinien im Vergleich zu Lymphozyten RNA bestimmt.
Verandert nach Plotz et al. (Human Mutation, 2012) [95].

1.6.2 Einordnung unklarer genetischer Varianten von MUTYH

Bei Krebserkrankungen allgemein sowie insbesondere beim Kolonkarzinom kommt der
Prévention die héchste Bedeutung zu. Bei der MUTYH-assoziierten Polyposis sind biallelisch
inaktivierende Keimbahnmutationen im MUTYH-Gen zur Ausldsung der Krankheit notwendig
[92]. Wahrend die klinische Diagnose der familidren adenomatdsen Polyposis recht eindeutig
ist, reichen klinische Kriterien fur eine Diagnose der MAP nicht aus. Da sie in ihrer klinischen
Auspragung sehr der AFAP &hnelt, ist ein Nachweis zweier inaktivierender Mutationen fir
MUTYH als Diagnosestellung unabdingbar [95]. Eine eindeutige Diagnose ist insofern wichtig,
als dass Angehdrige der Patienten, bei MAP insbesondere die Geschwister, welche mit einer
Wahrscheinlichkeit von 25% betroffen sind, auf entsprechende Keimbahnmutationen getestet
werden konnen [6]. Dadurch kénnen Nicht-Mutationstrager entlastet werden, wohingegen

Tragern inaktivierender Mutationen der Zugang zu engmaschigen Vorsorgeuntersuchungen
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ermoglicht wird. Dieses Vorgehen senkt das Auftreten von Darmkrebs und verl&angert somit
die Lebenszeit [106].

Allerdings ergibt sich aus den genetischen Sequenzanalysen beim Test auf Mutationen in
MUTYH das Problem, dass bei drei Viertel [107] der gefundenen Veranderungen nicht klar ist,
ob sie das Gen inaktivieren und somit pathogen sind oder nicht. Diese unklaren genetischen
Varianten (variants of uncertain significance, VUS) verhindern eine eindeutige Diagnose fur
die Betroffenen und pradiktive Untersuchungen der Angehdrigen. Aus diesem Grund wurde
eine interaktive MUTYH-Gensequenz-Datenbank (www.lovd.nl/MUTYH) ins Leben gerufen
mit dem Ziel, VUS-Genotyp- und VUS-Phéanotypdaten von Patienten weltweit zu sammeln und
zu teilen. Somit lassen sich potentielle Konsequenzen analysierter VUS schnell
kommunizieren, was fir die Klassifizierung und bei der genetischen Beratung von Bedeutung
ist [43]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten eine Reihe von MUTYH-Varianten auf Proteinebene
experimentell untersucht und mit zusammengetragenen in silico Daten validiert werden, um
eine Beurteilung der Pathogenitat zu ermdglichen. Fir die Auswahl der Varianten sollte die
LOVD-Datenbank und die vorangegangene in silico Analyse zur Konservierung des MUTYH-
Gens genutzt werden. Die zu charakterisierenden Varianten sollten so gewéhlt werden, dass
sie einerseits bereits in vielen Patienten berichtet wurden und sich andererseits in
konservierten Regionen des Gens befinden.

Etwas mehr als die Halfte der unklaren genetischen Varianten liegen aul3erhalb
proteinkodierender Bereiche des Gens [107]. Doch da MUTYH starken alternativen
SpleilBvorgangen unterliegt, deren Regulationsmechanismen noch nicht geklart sind, sollen
Auswirkungen bestimmter ausgewahlter VUS aul3erhalb dieser Bereiche charakterisiert
werden, indem ihre Auswirkungen auf die Transkription verschieden gespleil3ter Produkte des
Gens ermittelt werden. Daher sollte zunachst das bereits erwahnte MUTYH-Promotor-
Minigenmodell zum Einsatz kommen, um bestimmte Patientenvarianten nachzubilden.

Bei der anderen knappen Halfte [107] der Veranderungen in VUS handelt es sich um missense
Veranderungen, die einen Austausch einer Aminosaure (AS) zur Folge haben und Uber das
gesamte MUTYH-Protein verteilt sind [43]. Die Auswirkungen dieser AS-Austausche auf die
Genexpression und Proteinstabilitdt sind nicht abschatzbar. Fir die Beurteilung der
Proteinstabilitat verschiedener VUS sollte deswegen ein weiterer Vektor, der die komplette
MUTYH-Sequenz enthalt, Verwendung finden und bestimmte missense Patientenvarianten
nachgebildet werden, um deren Eigenschaften mit dem unverénderten Wildtyp-Protein zu
vergleichen. Als weitere Hilfestellung zur Beurteilung und Pathogenitatsklarung der Varianten
sollte auBerdem ein Strukturmodell des MUTYH-Proteins generiert werden, um wichtige,
zusatzliche Hinweise zu erhalten. Ziel der Klassifizierung von Patientenmutationen ist es, die
Diagnostik der MAP zu verbessern und zielgerichtete Praventionsmafinahmen fur Betroffene

und Verwandte zu ermgglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Ubliche Laborgerate, Materialen und Chemikalien sind nicht aufgefihrt. Spezielle Gerate sind,
neben dem Text zur jeweiligen Methode, mit ausfuhrlicher Geratebezeichnung in der
Ubersichtsliste angegeben. Das Firmenverzeichnis befindet sich im Anhang.

2.1.1 Bakterienstamme

Escherichia coli One Shot® TOP10 kompetente Zellen (Invitrogen)
Genotyp: F~ mcrA A(mrr~ hsdRMS- mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

Escherichia coli XL1-Blue kompetente Zellen (Agilent Technologies)
Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB laclqg ZAM15
Tnl10 (Tetr)]

2.1.2 Humane Zelllinien
Zelllinie #ACC* Ursprung Bemerkung
HEK293 305 humane embryonale mit Teilen des humanen Adenovirus 5
Nierenzellen transfiziert [108]
HEK293T 635 humane embryonale exprimiert zusatzlich das SV 40 large T-
Nierenzellen Antigen [109]; exprimiert kein MLH1
aufgrund von Promotorhypermethylierung
[110]
HelLa 57 menschliche Epithelzellen erste, permanent etablierte, humane
eines Zervixkarzinoms Zelllinie aus der Patientin Henrietta Lacks
[111]
HCT116- 581 humanes Kolonkarzinom MLH1-defizient; stabil transfiziert mit dem
MLHO-1 leeren pcDNA3.1-Vektor [112]
HCT116- 581 humanes Kolonkarzinom MLH1-defizient; enthalten zusatzlich
Chr.2 Chromosom 2 [113]
LoVo 350 humanes Adenokarzinom
des Kolons
SW480 313 humane Adenokarzinom-
Zellen des Kolons
SW620 ICLC HTL humane Adenokarzinom-
99015 Zellen des Kolons

* accession number gemafRl CABRI (Common Access to Biological Resources and Information)
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2.1.3 Zugriffsnummern der verwendeten MUTYH-Isoform-Sequenzen (NCBI)
Transkriptvariante Nukleotid- Protein- Protein Zugriffsnummer Protein-
Zugriffsnummer  Isoform GroRRe [AS]
(genomische NG_008189.1 - - -
Sequenz)
a5 NM_001128425.1 5 NP_001121897.1 549
B3 NM_001048174.1 4 NP_001041639.1 521

Bei der Benennung von Varianten wird sich auf die bisher langste bekannte Transkriptvariante
a5 (NM_001128425.1) bezogen und nicht mehr auf die friher gebréauchliche, kirzere
Transkriptvariante a3 (NM_001048171.1; 535 AS).

2.1.4 Gerate und Materialien

Amersham Protran 0,2 um Nitrocellulose Membran GE Healthcare
groRR 175 cm?
mittel 75 cm?
klein 25 cm?

Detektionsgerat: Molecular Imager GelDoc XR+

Cellstar Zellkulturflaschen Greiner Bio-One

Bio Rad
Detektionsgerat: Fusion FX Vilber Lourmat
Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 200M Zeiss

GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems

Grol3e Gelkammer: Double Wide C.B.S.
Kleine Gelkammer: Minigel-Twin (Biometra) Analytik Jena
LAS-4000 mini Luminescent Image Analyzer Fuji

GE Healthcare
Thermo Scientific

Munktell Filterpapier

NanoDrop 2000 Spektrophotometer
Photometer DU800

Sequencer: 3130xl Genetic Analyzer
StepOnePlus Real-Time PCR System

Beckmann Coulter
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Bio Rad

Bandelin

Transblot semidry transfer cell
Ultraschallgerat: Sonopuls HD 2070

Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems

Kits

DNase RQ1 Kit Promega
DyeEx® 2.0 Spin Kit Qiagen
EpiTect® Bisulfite Kit Qiagen
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High Pure PCR Product Purification Kit
High Pure Plasmid Isolation Kit
innuCONVERT Bisulfite Basic Kit
JETstar 2.0 Plasmid Purification MAXI Kit
QIAamp® DNA Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

TOPO® TA Cloning® Kit

Venor®GeM Kit

2.15 Losungen, Substanzen und Puffer

Gebrauchsfertige L6sungen und Substanzen

5-Aza-2’-desoxycytidin (A3656)
DMEM

dNTPs (dTTP, dCTP, dGTP, dATP) je 100 mM

Ethidiumbromid-L6sung

FBS

Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate

M-MLV RT 5x Buffer

PBS

PEI (Polyethylenimin, 1 mg/ml)
Penicillin-Streptomycin (100x)
peqGreen DNA/RNA Dye
random Hexamer-Primer
RPMI

S-adenosylmethionin (SAM)
Trypsin EDTA

Trizol (peqGOLD TriFast)

Haufig verwendete Loésungen und Puffer

Roche

Roche
Analytik Jena
Genomed
Qiagen
Qiagen
Invitrogen

Minerva Biolabs

Sigma
Gibco
Promega
Roth
Sigma

Millipore

Promega

Gibco

Polysciences

Sigma

Peglab

Promega

Gibco

New England Biolabs
Lonza

Peglab

Die verwendeten Puffer und Losungen sind bei den entsprechenden Methoden beschrieben.

Hier sind nur die h&ufig verwendeten Puffer aufgefihrt:
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TBS 10x

NacCl 1M
Tris 0,1 M
pH 7,5
TBS-T

TBS 10x 10% (viv)
Tween 20 0,025% (v/v)

TE-Puffer

Tris 100 mM

EDTA 10 mM

pH 8,0

PCR-Puffer blau A blau D
Tris 11 mM 11 mM
Ammoniumsulfat 0,75 mM 0,75 mM
MgCl2 1,5mM 3,56 mM
pH 8,3 8,3

Triton-Lysis-Puffer
HEPES KOH, pH 7,6 50 mM

Saccharose 0,27 M

Triton X-100 1% (viv)

EDTA 1mM

PMSF 0,8 mM erst vor Gebrauch hinzufiigen
DTT 0,8 mM  erst vor Gebrauch hinzufligen

Nahrmedien fiir Escherichia coli (E. coli)

Fur die Anzucht von E. coli wurde LB-Medium (Roth) verwendet. Zur Herstellung der Agar-
Platten wurde LB-Agar (Roth) eingesetzt. Vor Verwendung fand ein Autoklavierschritt statt.

Zur Selektion von Transformanten diente Carbenicillin (AppliChem).

2.1.6 Antikérper und Enzyme

Im Folgenden sind alle verwendeten Primar- und Sekundarantikérper aufgefthrt.
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Name/

Spezifitat

MUTYH (LB-9)

anti-MYH

anti-hMLH1

B-Aktin (I-19)

anti-OGG1

anti-SP1

anti-TOE1

GAPDH (6C5)

p53 (DO-1)

anti-Kaninchen

anti-Maus

anti-Ziege

* HRP (horseradish peroxidase) — Meerrettichperoxidase

ursprung

Maus

Maus

Maus

Ziege

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

Ziege

Ziege

Esel

Restriktionsendonukleasen

BamHI
Dpnl
EcoRI
Hindlll
Kpnl
Nrul
Spel
Xhol

Bezeichnung/

Markierung

monoklonal

monoklonal
(ab55551)

monoklonal
(554073)

polyklonal (sc-
1616)

monoklonal
(ab124741)

polyklonal
(ab13405)

monoklonal
(ab137056)

monoklonal (sc-
32233)

monoklonal (sc-
126)
HRP (sc-2004)

HRP (sc-2005)

HRP (sc-2020)

Firma Verdinn-
ung

Santa Cruz 1:666

Biotechnology

Abcam 1:1000

BD Biosciences 1:1000

Santa Cruz 1:1000

Biotechnology

Abcam 1:10.000

Abcam 1:10.000

Abcam 1:5000

Santa Cruz 1:1000

Biotechnology

Santa Cruz 1:1000

Biotechnology

Santa Cruz 1:5000

Biotechnology

Santa Cruz 1:5000

Biotechnology

Santa Cruz 1:5000

Biotechnology

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

GroRe
[kDa]

57,5

60

80-85

42

56

37

53
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Weitere Enzyme

AmpliTag Gold DNA Polymerase
Antarktische Phosphatase

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
CpG MTase (M.Sssl)

DNase RQ1

DNA Polymerase |, Large (Klenow)
M-MLV RT, RNase H(-) Point Mutant

Pfu Ultra DNA Polymerase AD

T4 Ligase

2.1.7 Langenstandards

DNA-GréRenstandards
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Protein-GréRenstandard

Prestained SDS-PAGE Standard, broad range,

8 Banden: 7,1 - 209 kDa

2.1.8 Oligonukleotide

Applied Biosystems
New England Biolabs
Applied Biosystems
New England Biolabs
Promega

New England Biolabs
Promega

Agilent Technologies

New England Biolabs

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Bio Rad

Alle Oligonukleotide wurden, soweit nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich bezogen.

Oligonukleotide fir die Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens (siehe 2.2.15):

Restriktionsschnittstellen sind blau, veranderte Basen rot dargestellt.

Bezeichnung
MUTYH-p1l-BamHI-F

Sequenz (5-3)

MUTYH-p1-F acatccactacgggaacctg
MUTYH-p1-R ggatccatactactgttctc
MUTYH-p2-F cttaatatcccacagggatcce
MUTYH-p2-R actagtccctcecgtaaacact
MUTYH-el-4-F ttgctcagctatactagttg
MUTYH-el1-4-R ctcgaggcecttgggtcetgg

pcDNA3-pAddSpel
pcDNA3-pAddSpel-r

MUTYHExon2-MutF-
long gtaaggaactagg

agtggatccacatccactacgggaacctg

P-gatccggcgtaccactagtctgcagg

P-aattcctgcagactagtggtacgccg

Bemerkung
BamHI-Schnittstelle

BamHI-Schnittstelle
BamHI-Schnittstelle
Spel-Schnittstelle
Spel-Schnittstelle
Xhol-Schnittstelle
Spel-Schnittstelle
Spel-Schnittstelle

acaacagtcaggccaagcctagcgettgtgatg  Einflgen stiller Mutation in

Exon 2
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MUTYHEXxon2-MutR-
long

TOEL1l-ex2fragincl-F
TOE1-ex2fragincl-R

cctagttccttaccatcacaagcgctaggettg  Einflgen stiller Mutation in

gcctgactgttgt

Exon 2

agtagtggtaccgcaaagcaacaacttcaag Einfligen TOEL; Kpnl

actactggtaccaagggagagttgtgacaggce Einfigen TOE1; Kpnl

Oligonukleotide fur die Sequenzierung des MUTYH-Promotor-Minigens:

Bezeichnung
MUTYH-p1-R
MUTYH-pl1-F
MYHcDNAalpha-F
MYHcDNA-2-R
MUTYH-e2-F
pcDNA3-BGH-R

*
S
S
E
O
S

Q

Sequenz (5°-37)
aaaagctaccaatggaaacta
acatccactacgggaacctg
ctcctcgtggctagttcagg
tgctcgtggcttectcat
ctattggagactagttgtatc

tagaaggcacagtcgagg

Sequenzierter Bereich

vor Beginn Minigen (Plasmidbereich)
1. Abschnitt ab Beginn Minigen

2. Abschnitt Minigen

3. Abschnitt Minigen

4. Abschnitt Minigen

Letzter Abschnitt Minigen

*bezogen von (E) Eurofins, (O) Operon, (Q) Qiagen, (S) Sigma

Oligonukleotide fur PCR-Schnelltest auf Transkription/SpleiRen des Minigens (siehe 2.2.16):

Zur Uberprufung des SpleiRens decken die Primer Exon-Exon-Grenzen ab.

Bezeichnung
MUTYH la-2F
MUTYH 1g-2F
MUTYH 1b-2F
MUTYH 2R
MUTYH 4-3R
MUTYH 2-3R-Mut
MUTYH 2-3R-Mut-a
MUTYH 2-3R-wt
MUTYH 2-3R-wt-t

Sequenz (5°-3°)
gtcgtctgtgggccatca
gctcgcgggaggccatca
gtgggccgcgggccatca
catcacaggcagaaggc
cttctgccecgtcettetec
caggccatcacaagcgct
caggccatcacaagcgce
caggccatcacaggcaga

caggccatcacaggcag

Bemerkung

Exon 1a-Exon 2

Exon 1y-Exon 2

Exon 1B-Exon 2

Exon 2 reverse

Exon 4-3 reverse

Exon 2-3 reverse inklusive Markierung
Exon 2-3 reverse inklusive Markierung -a
Exon 2-3 reverse ohne Markierung

Exon 2-3 reverse ohne Markierung -t

Oligonukleotide fur das Einfihren von Mutationen in die Minigen-Sequenz (siehe 2.2.17):

Die Bezeichnungen der Oligonukleotide entsprechen den Nummerierungen der Varianten. Die

veranderten Basen sind rot dargestellt.

Bezeichnung
MUTYH-Minigen-0
MUTYH-Minigen-01
MUTYH-Minigen-1
MUTYH-Minigen-2
MUTYH-Minigen-3

MUTYH-Minigen-4
MUTYH-Minigen-5

Sequenz (5-3) Bemerkung
tgagctccagactatgtatgatgccatgecctccatc hochkonserviert
ctcccaacgctceccataccgectacagececggagecge hochkonserviert
tgcagccggagcctatggatacaacggaactt hochkonserviert
tacaacggaacttcagtactcctecgtgget hochkonserviert
cctecgtggectagtttaggecggaaggag Patienten Variante
165 C>T

ggctagttcaggcatgcggagcagtcectcet Transkriptionsstart
gaactatgagccctcttacttececctetecee hochkonserviert
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MUTYH-Minigen-6 ccagagcgcagaagctttgaaggctacce Patienten Variante

G>A
MUTYH-Minigen-7 agagcgcagaggctgcataggctacctcectggg CHR Motiv
MUTYH-Minigen-8 acctctgggaagcccctcaccgtcggaag Patienten Variante

G>C
MUTYH-Minigen-9 tgggtacgctggatttgcggtcegtete Patienten Variante

C>T
MUTYH-Minigen-9a gggtacgctggaagcgtagtcegtectectgge hochkonserviert

MUTYH-Minigen-10 Patienten Variante
G>A

hochkonserviert

cagtcggggatggagecggggtctegeeg

MUTYH-Minigen-10a
MUTYH-Minigen-11

aggcagtcggggatcggctaaggtctcgeccgtcgg

ctcgececgtegggtggecgatgggtcgaa Patienten Variante

C>G
MUTYH-Minigen-11a  gtcgccgatgggtcgatgattagttcagacgtccegg hochkonserviert
MUTYH-Minigen-11b cggggaaggcagcctggtatctagtaattgectattgge  hochkonserviert
MUTYH-Minigen-12 cgggtggacccgagttaaccaccctggagtgege hochkonserviert
MUTYH-Minigen-13 gccgggcegegetactgectecgegggaggta hochkonserviert

MUTYH-Minigen-14 agagctcgcgggtcegtaatctttetete Transkription 1

Start

Oligonukleotide fiir die Sequenzierung zur Uberpriifung der ins Minigen eingefiihrten

Mutationen:

Bezeichnung
pcDNA3-MYH-SegFor
pcDNA3-MYH-SeqFor2

Sequenz (5-3) Bemerkung

caactattactactaacc liegt 18 bp vor Variante 0
cagtgccccacaccagag liegt 99 bp vor Variante 0

Oligonukleotide fiir das Einfuhren von Mutationen in das MUTYHbeta3-Plasmid (siehe 2.2.17):

Die Bezeichnungen der Oligonukleotide entsprechen den resultierenden Aminosaure-

austauschen. Das Codon mit den veranderten Basen ist rot dargestellt.

Bezeichnung
MUTYH-Val22Met
MUTYH-Trp103Arg
MUTYH-Arg109Trp
MUTYH-Trp131Arg
MUTYH-Prol57Leu
MUTYH-Tyr179Cys
MUTYH-Arg182His
MUTYH-Arg185Trp
MUTYH-Val215Met
MUTYH-lle223Val
MUTYH-Asp236Asn

Sequenz (5-3)
cacgagcagccatgggaagtggtca
gagcctgctaagccggtacgaccaagag
gaccaagagaaatgggacctaccatg
gcatatgctgtgagggtctcagaggtc
atgcagaagtggcttacactgcaggac
ggctggcctgggctgctattctcgtggece
gggctactattctcatggccggcggctg
tctcgtggccggtggctgcaggagggag
ctcctgcectggcatggggcgctacacag
gcgctacacagctggggccgttgecctctatecgectttgge
accggtgtggtgaatggcaacgtagca
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MUTYH-Arg241Gin
MUTYH-Arg245His

MUTYH-Gly250Asp
MUTYH-Ala266Gly

MUTYH-Arg274Trp

MUTYH-Met283Val
MUTYH-Pro295Leu
MUTYH-Arg309Cys
MUTYH-GIn338His

MUTYH-Pro359Leu
MUTYH-Arg364Cys
MUTYH-Ala373Val

MUTYH-Gly396Asp
MUTYH-Pro405Leu
MUTYH-Arg426Cys
MUTYH-Arg474Pro
MUTYH-Ala489Thr

MUTYH-Val493Phe
MUTYH-Ser515Phe
MUTYH-Leu529Met

ggcaacgtagcacaggtgctgtgccgtgt
cgggtgctgtgccatgtccgagecatt
gtccgagccattgatgctgatcccagceca
agcagctctggggtctaggccagcagctggtggaccc
tggtggacccagcctggccaggagatttca
aaccaagcagccgtggagctaggggcca
accccacagcgcctactgtgcageccagt
ctgtgccgggcatgccagagagtggag
tcccaacactggacactgccacctgtgcec
agtggtcaacttcctcagaaaggccagce
agaaaggccagctgcaagccccccagg
ggaggagagctctgtcacctgtgttctgg
gaggcccaactcagatctgctggcagga
ctgtgggagttcctgtccgtgacctggg
gcaggaactacagtgttgggctgggccc
gtaccaccaggtgctccctggctgacgcaggag
cagctgtttccaccaccatgaaaaaggtt
ccgccatgaaaaagtttttcececgtgtgtatce
tcccaggtgtccttteccgtgcagtcecgga

gggccagcaagtcatggataatttctttcg

Oligonukleotide fiir die Sequenzierung zur Uberpriifung der eingefiihrten Mutationen in die

MUTYH-Sequenz:

Bezeichnung
pcDNA3-T7-For

pcDNA3-BGH-R

Sequenz (5-3) Bemerkung
taatacgactcactataggg
tagaaggcacagtcgagg Qiagen

Oligonukleotide fiir die Sequenzierung zur Uberpriifung der eingefiigten PCR-Produkte in den

TOPO-Vektor:

Bezeichnung
M13 Forward
M13 Reverse

Sequenz (5-3) Bemerkung
gtaaaacgacggccag |nWUogen
caggaaacagctatgac Inwwogen

Oligonukleotide und Sonden fiir die quantitative real-time PCR (siehe 2.2.20):

Oligonukleotide und Sonden wurden von Applied Biosystems als Sonden-TagMan-Assay in

einem Mix geliefert. Der Fluoreszenzfarbstoff FAM der Sonden befindet sich 5°, Quencher 3'.

Bezeichnung
MLH1

Sequenz (5-3)
agagaggacctacttccagcaa (F)

atcttccaccatttccacatcagaa (R)
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ccccagaaagagacatc (Sonde)

MYHalpha-1a2 (NM_001128425.1) ctcgtctcecegectgag (F)

gctgctegtggettect (R)

tcgtctgtgggecatca (Sonde)

MYHbeta-1bw2 (NM_001048174.1) cgtgttctgetgtcttcatcag (F)

gctgctegtggettect (R)

ccgcgggcecatcat (Sonde)

MYHgammalg2a (NM_001048173.1) ccgggcgcgctagag (F)*

MYH-ALL-1516

cctgcttcectgtgaccacttce (R)
ccatcatgaggaagccac (Sonde)
cgtgtgtatcagggccaaca (F)
cggagaggacacctggga (R)
ttttggaacccatacaggtcc (Sonde)

Human GAPDH (NM_002046.3) Assay ID: Hs99999905_m1

CDKN1A (p21)
TOE1GP

Assay ID: Hs00355782_m1
Assay ID: AJGJQPL

*gamma forward Primer liegt auf Variante 13

Oligonukleotide fur die methylierungsspezifische PCR nach Bisulfit-Behandlung (2.2.14):

Bezeichnung Sequenz (5-3°) Bemerkung

MUTYHmeth-A345-F tgaagtttgaggagtttttaga enthalt 36 mogliche CpG-

MUTYHmeth-A345-R  acaacacaaaccaataaacaat Methylierungsstellen

MUTYHmeth-B348-F taattgtttattggtttgtgttg enthalt 26 mogliche CpG-

MUTYHmeth-B348-R  aaaatcactaaactctccatcc Methylierungsstellen
2.1.9 Plasmide

Name

MUTYH-Promotor-
Minigen

pcDNA3-MUTYHB3

pCR2.1-TOPO

PGEX-4T-1-
MUTYHa3

Charakteristika

Ausgangsvektor: pcDNA3; CMV-Promotor entfernt;
enthalt putative Promotorregion von MUTYH und
Exons 1-4; Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz

Kodierende Sequenz der MUTYHB3-Isoform im
Expressionsvektor pcDNA3; MUTYH steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors;
Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz

Einklonierung von PCR-Produkten unter der Kontrolle
des T7-Promotors; enthaltenes LacZa-Fragment
ermoglicht blau/weil3-Selektion der Bakterienkolonien;
Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz

Kodierende Sequenz der a3-Isoform von MUTYH in
bakteriellem Expressionsvektor pGEX-4T-1,;

Referenz

diese Arbeit

Dr. Guido Plotz
[95]

Invitrogen

Ali et al. [114]

27



Material und Methoden

pCMV-p53

pCMV-p53mt135

pCMV-SP1

pEBGN-SP1

PEBG-NLS

Ampicillin/ Carbenicillin-Resistenz; addiert einen N-
terminalen GST-tag

Enthalt kodierende p53 Wildtyp Sequenz unter
Kontrolle des CMV-Promotors; Kanamycin-Resistenz

Wie oben, aber enthalt eine dominant-negative
Mutation in p53, welche die normale p53 Aktivitat
blockiert; Kanamycin-Resistenz

Kodierende Sequenz von SP1 in modifiziertem
Expressionsvektor pBluescript unter Kontrolle des
CMV-Promotors; AS 1-87 deletiert; Ampicillin/
Carbenicillin-Resistenz

Kodierende Sequenz von SP1 (AS 592-758) im
Expressionsvektor PEBG-NLS;
Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz

Eukaryotischer GST-Expressionsvektor; kodiert S.
japonicum  GST unter der Kontrolle des
Elongationsfaktors (EF-)1a Promotors; enthalt eine
Kernlokalisationssequenz (NLS) abgeleitet aus dem
SV40 large T antigen; Ampicillin/Carbenicillin-
Resistenz

Plasmide fur die Expression von MUTYH missense Varianten:

Alle diese Plasmide basieren auf dem Plasmid pcDNA3-MUTYHB3. Der Basenaustausch, der

zur Veranderung der Aminosaure fihrt, ist aufgelistet.

Name

MUTYH-SDM-22

MUTYH-SDM-103
MUTYH-SDM-109
MUTYH-SDM-131
MUTYH-SDM-157
MUTYH-SDM-179
MUTYH-SDM-182
MUTYH-SDM-185
MUTYH-SDM-215
MUTYH-SDM-223
MUTYH-SDM-236
MUTYH-SDM-241
MUTYH-SDM-245
MUTYH-SDM-250
MUTYH-SDM-266
MUTYH-SDM-274

AS-Austausch Basenaustausch Referenz
(NP_001121897.1)

Val22Met C.64G>A diese Arbeit
Trpl03Arg c.307T>C diese Arbeit
Argl109Trp €.325C>T diese Arbeit
Trpl31Arg C.391T>A diese Arbeit
Prol57Leu c.470C>T diese Arbeit
Tyrl79Cys ¢.536A>G diese Arbeit
Argl182His c.545G>A diese Arbeit
Arg185Trp c.553C>T diese Arbeit
Val215Met €.643G>A diese Arbeit
lle223Val C.667A>G diese Arbeit
Asp236Asn c.706G>A diese Arbeit
Arg241Gin C.722G>A diese Arbeit
Arg245His C.734G>A diese Arbeit
Gly250Asp C.749G>A diese Arbeit
Ala266Gly C.797C>G diese Arbeit
Arg274Trp c.820C>T diese Arbeit

Clontech, [115]

Clontech, [115,
116]

Robert Tjian;
Addgene Plasmid
#12097

Prof. Dr. Gerald
Thiel [117]

Prof. Dr. Gerald
Thiel [117]
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MUTYH-SDM-283
MUTYH-SDM-295
MUTYH-SDM-309
MUTYH-SDM-338
MUTYH-SDM-359
MUTYH-SDM-364
MUTYH-SDM-373
MUTYH-SDM-396
MUTYH-SDM-405
MUTYH-SDM-426
MUTYH-SDM-474
MUTYH-SDM-489
MUTYH-SDM-493
MUTYH-SDM-515
MUTYH-SDM-529

Met283Val c.847A>G diese Arbeit
Pro295Leu €.884C>T diese Arbeit
Arg309Cys €.925C>T diese Arbeit
GIn338His €.1014G>C diese Arbeit
Pro359Leu c.1076C>T diese Arbeit
Arg364Cys €.1090C>T diese Arbeit
Ala373Val €.1118C>T diese Arbeit
Gly396Asp c.1187G>A diese Arbeit
Pro405Leu €.1214C>T diese Arbeit
Arg426Cys c.1276C>T diese Arbeit
Arg474Pro €.1421G>C diese Arbeit
Ala489Thr €.1465G>A diese Arbeit
Val493Phe c.1477G>T diese Arbeit
Ser515Phe €.1544C>T diese Arbeit
Leu529Met €.1585C>A diese Arbeit

Plasmide fur die Expression der MUTYH-Promotor-Minigen Varianten:

Die nachfolgenden Plasmide basieren auf dem MUTYH-Promotor-Minigen. Die verdnderten

Basen sind im Vergleich zur Originalsequenz griin dargestellt.

# Name

0 MUTYH-
Minigen-
SDM-0

01 MUTYH-
Minigen-
SDM-01

1 MUTYH-
Minigen-
SDM-1

2 MUTYH-
Minigen-
SDM-2

3 MUTYH-
Minigen-
SDM-3

4 MUTYH-
Minigen-
SDM-4

5 MUTYH-
Minigen-
SDM-5

Varianten Beschreibung
(NG_008189.1)

0.4948_4955delinsTGTA
TGAT

g.4993_5000delinsTACC
GCTA

9.5012_5017delinsTATG
GA

9.5031_5035delinsCAGT
A

g.5052C>T; c.-165C>T
LOVD-ID MUTYH_00083

g.5057_5060delinsATGC

9.5106_5110delinsTCTTA

Quelle

Konserviertes Motiv
(CANnCtCCC)

Konserviertes Motiv
(GgnTttnG)

Konserviertes Motiv
(GCGNTG)

Konserviertes Motiv
(GTAGT)

Humane Variante
einer CRC Familie
[118]

Konserviertes Motiv
(GgaA)
Translationsstart
Exon 1a

Konserviertes Motiv
(GAGGC)

Originalsequenz/
Basenaustausch

catctccc

tgtatgat

ggcttttg

taccgcta

gcggtg
tatgga

gtagt

cagta

tca

tta

ggaa
atgc

gaggc
tctta

Referenz

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese

Arbeit

diese
Arbeit
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9a

10

10a

11

1la

11b

12

13

14

2.1.10

MUTYH-
Minigen-
SDM-6

MUTYH-
Minigen-
SDM-7
MUTYH-
Minigen-
SDM-8

MUTYH-
Minigen-
SDM-9

MUTYH-
Minigen-
SDM-9a
MUTYH-
Minigen-
SDM-10

MUTYH-
Minigen-
SDM-10a
MUTYH-
Minigen-
SDM-11

MUTYH-
Minigen-
SDM-11a
MUTYH-
Minigen-
SDM-11b
MUTYH-
Minigen-
SDM-12
MUTYH-
Minigen-
SDM-13
MUTYH-
Minigen-
SDM-14

g.5134G>A, c.-83G>A
dbSNP-rs28372898
LOVD-ID MUTYH_00229
g.5138_5141delinsGCAT

0.5161G>C; c.-56G>C
LOVD-ID MUTYH_00011

9.5263C>T, ¢.36+11C>T
dbSNP-rs2275602
MUTYH_00003

0.5263_5268delinsAGCG
TA

0.5306G>A, c.36+54G>A
dbSNP-rs17838009
LOVD-ID MUTYH_00230

g.5304_5310delinsCGGC
TAA

0.5327C>G, ¢.36+75C>G
dbSNP-rs3219467
LOVD-ID MUTYH_00020

0.5341_5346delinsTGAT
TA

9.5387_5393delinsTATCT
AG

g.5444_5450delinsTTAA
CCA

0.5483_5484delinsCT

0.5494 5495delinsTC

Software und Programme

Humane Variante

Konserviertes Motiv
(TtnA)

Humane Variante
einer Familie mit
kolorektaler
Polyposis [119]

Humane Variante
[121, 122]

Konserviertes Motiv
(CTTgcG)

Humane Variante

Konserviertes Motiv

(GggGCGGQG)

Humane Variante

Konserviertes Motiv

Konserviertes Motiv

Konserviertes Motiv
(CcaCGcC)

Konserviertes Motiv
(taGA)

Konserviertes Motiv
(AGGTAA)

ggc

agc

tttgaa

tgcata

gct

cct

ctt
Tttt

cttgcg

agcgta

ggc

agc

ggggcgg

cggctaa

tcg

tag

aacttcc

atgatta

gcgcgcgcet
gtatctagt

ccacgcc

ttaacca

ga
ct

ag
tc

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

diese
Arbeit

Standardprogramme und Software der einzelnen Geréte, soweit sie nicht der Auswertung

dienten, sind nicht aufgefuhrt.

30



Material und Methoden

BIAS v10.12 Epsilon

BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.5 Tom Hall

FinchTV v1.4.0 Geospiza Inc.
Fusion Capt Advance Solo 4 16.07 Vilber Lourmat
GraphPad Prism v5.04 for Windows GraphPad Software
Image Lab Software Bio Rad

Multi Gauge v3.2 Fuji

PyMOL Molecular Graphics System v1.4.1 Schrodinger LLC
StepOne Software v2.0 Applied Biosystems

NEBcutter v2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/)

Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html)

2.1.11 Datenbanken

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
Clustal Omega Sequence Alignment (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
ConSeq Server (https://conseq.tau.ac.il/index.html)

LASAGNA-Search 2.0: Searching for transcription factor binding sites (http://biogrid-lasagna.
engr.uconn.edu/lasagna_search/)

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

National Center for Biotechnology Information (http//www.ncbi.nlm.nih.gov)
PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

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

RCSB Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html)

The UMD-MUTYH mutations database (http://www.umd.be/MUTYH)/)

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

durchgefuhrt worden.
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2.2.1 Zellkultur

Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Diese besteht
aus 3 x 3 GroRquadraten, wobei jedes Quadrat eine Flache von 1 mm? besitzt. Bei einer Tiefe
von 0,1 mm ergibt dies ein Volumen von 0,1 yl. Fur die Zellzahl-Bestimmung wurden vier der
grofRen Eckquadrate ausgezahlt und gemittelt. Anhand des definierten Volumens Iasst sich so

die Konzentration der Zellsuspension bestimmen.

Kultivierung von Zellen
Die verwendeten Zelllinien HCT116-Chr2, HCT116-MLHO-1, HEK293, HEK293T, LoVo,
SW480 und SW620 wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco),

wohingegen HelLa-Zellen in RPMI 1640 (Gibco) Medium kultiviert wurden. Zusatzlich waren

die Medien mit Penicillin und Streptomycin (100x, Sigma) und 10% FCS (fetal calf serum,
fotales Kalberserum, Sigma) versetzt. Bei 37°C und 5% CO:-Gehalt wuchsen die
verschiedenen Krebszelllinien adharent in Schalen und Flaschen von Greiner und Sarstedt
heran. Nach Erreichen von etwa 90% Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Das
Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1-
3 ml Trypsin-EDTA-L6sung (Sigma) bei 37°C ca. 5 min im Zellkulturschrank inkubiert. Wenn
sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche geldst hatten, wurden sie im entsprechenden
Medium mit Zusatzen resuspendiert. Die Zugabe des Mediums stoppt die Reaktion des
Trypsins. Durch anschlieRende Zentrifugation (1 min, 1000 g) wurden die Zellen pelletiert, in
frischem Kulturmedium aufgenommen und in eine neue Zellkulturflasche ausgesat.

Unter Verwendung des Venor®GeM Kit (Minerva Biolabs) wurden die Zellen alle vier Wochen
mittels PCR auf den Befall mit Mycoplasmen untersucht.

2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir eine groRe Kulturflasche (175 cm?) wurden 9 ml Einfriermedium hergestellt. Dazu wurden
7,2ml Normalmedium mit 1,8 ml DMSO (20% Volumenanteil) vermischt. In zehn
verschraubbare 1,8 ml Kryotubes (Nunc™) wurden jeweils 0,9 ml Einfriermedium vorgelegt.
Die einzufrierenden Zellen wurden mit PBS gewaschen, 5 min mit Trypsin bei 37°C inkubiert,
anschlieRend in entsprechendem Medium aufgenommen und in 15 ml Réhrchen dberfihrt.
Nach einer Zentrifugation (1 min, 1000 g) wurde das Medium entfernt und die Zellen in 9 ml
Normalmedium resuspendiert. Je 0,9 ml der Zellsuspension wurden zu jedem Kryotube
zugefugt und direkt auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Anséatze fur 24 h bei -80°C

eingefroren bevor sie zur Lagerung in flissigen Stickstoff Gberfuhrt wurden.
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Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37°C im Wasserbad erwarmt und danach in 10 ml
vorgewarmtes Kulturmedium in einem 15 ml Réhrchen uberfuhrt. AnschlieRend wurden sie
abzentrifugiert (2 min, 500 g), der Uberstand abgenommen, in 10 ml Medium aufgenommen
und in eine mittlere Zellkulturflasche (75 cm?) gegeben.

2.2.3 Transiente Transfektion mit PEI (Polyethylenimin)

Zum Einbringen von Plasmid-DNA in humane Zellen wurden diese etwa 3 h vor der
Transfektion in Zellkulturschalen ausgesat. Die Transfektion erfolgte bei einer Konfluenz von
ca. 50-60%. Die Transfektionsansatze waren wie folgt:
10 cm Schalen: 9 ml Kulturmedium + 1 ml Transfektionsmix (5 pug Plasmid-DNA, 20 ul
PEI, x pl Medium ohne Zuséatze)
6 cm Schalen: 4,5 ml Kulturmedium + 0,5 ml Transfektionsmix (2,5 ug Plasmid-DNA,
10 pl PEI, x yl Medium ohne Zusatze)
Sixwells: 2 ml Kulturmedium + 220 pl Transfektionsmix (1 pg Plasmid-DNA, 5 ul
PEI, x pl Medium ohne Zusétze)
Nach Ansetzen des Transfektionsmix wurde dieser gevortext und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurde er tropfchenweise zu den ausgeséaten Zellen gegeben. Bei der
Transfektion mit zwei unterschiedlichen Plasmiden wurde jeweils die halbe Menge Plasmid-
DNA eingesetzt, sodass die Gesamtkonzentration der Plasmid-DNA gleich blieb. Nach 24 oder
48 h wurden die Zellen schlie3lich fur Protein- oder RNA-Isolation geerntet.

224 5-Aza-2’-Desoxycytidin-Behandlung

5-Aza-2’-desoxycytidin (Aza) ist ein Methyltransferase-Inhibitor, der nach der Zellteilung eine
de novo Methylierung der DNA verhindert [120]. Deshalb kdnnen durch Promotor-
Hypermethylierung zuvor inaktivierte Gene aufgrund der fehlenden Methylierung reaktiviert
werden.

Fur die Behandlung mit Aza wurden die in Kultur gehaltenen Zellen der Linien HCT116-Chr2,
HCT116-MLHO-1, HEK293, HEK293T, HelLa, LoVo, SW480 und SW620 eingesetzt. Zu Beginn
wurden die Zellen in 10 cm Schalen auf etwa 20% Plattenbewuchs gesplittet und anschliel3end
Uber einen Zeitraum von 4 Tagen taglich mit 0 uM, 10 yM oder 15 uM Aza behandelt. Da Aza
in DMSO gel6st ist, wurde zur Negativkontrolle (0 uM) DMSO gegeben. Die erste Aza-
Behandlung fand vier Stunden nach dem Auslegen der Zellen statt. Alle 24 Stunden wurde
Aza fortan erneut zu den Zellen gegeben, wobei auch das Medium gewechselt wurde. Im
Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit Hilfe eines Zellschabers geerntet und

eine RNA- sowie Proteinisolation durchgefihrt.
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2.2.5 Isolation mononukleérer Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Unter Einsatz von Standard-Phlebotomie-Techniken wurde Blut direkt in ein Ficoll-R6hrchen
(BD Vacutainer® CPT™, BD Biosciences) abgenommen. Dies ist ein geschlossenes System
zur Separation mononuklearer  Zellen aus dem Blut. Wahrend der
Dichtegradientenzentrifugation (20 min, 1500 g) bildet das Ficoll-Gel eine physikalische
Barriere zwischen den mononuklearen Zellen des Blutplasmas und den Erythrozyten und
Granulozyten. Der Uberstand, bestehend aus der separierten, aufkonzentrierten,
mononuklearen Zellsuspension, wurde dann in ein 15 ml Réhrchen Uberfihrt. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 1000 g) wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in Kultur genommen oder weiter zur DNA-Isolation verwendet.

Zur Aufnahme der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes in Kultur wurde das Zellpellet
zweifach mit PBS gewaschen und zwischendurch fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Mit Hilfe
einer Pipette wurden die Zellen in 7 ml RPMI-1640 (10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin
enthaltend) in eine kleine Kulturflasche (25 cm?) Gberfuhrt. Die Inkubation fand wie bei den

Krebszelllinien bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% statt.

2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die GFP-Fluoreszenz der Transfektionen wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert
200M (Carl Zeiss) mit zugehdriger Kamera und Software (AxioVision 3.1) beobachtet. Die
Anregung erfolgte durch eine UV-Lampe.

2.2.7 DNA-Isolation aus kultivierten PBMC und Zelllinien

Fur die Aufreinigung von DNA aus mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und
kultivierten Zellen wurde das QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) gemaR der Herstellerangaben

verwendet. Die Konzentrationsbestimmung fand am NanoDrop (Azeozso: 1,8 - 2,0) statt.

2.2.8 In vitro DNA-Methylierung

Die in vitro DNA-Methylierung wurde mit DNA des MUTYH-Promotor-Minigens durchgefihrt.
Unter Einsatz der Sssl-Methyltransferase wird bei dieser Methode die Methylierung der
Cytosin-Basen an der C5-Position des Pyrimidinrings katalysiert, sofern sich die Cytosine
innerhalb der doppelstrangigen Dinukleotiderkennungssequenz 5-CpG-3" befinden. Die
in vitro methylierte MUTYH-Promotor-Minigen-DNA kam als Positivkontrolle fir die
Methylierungsanalysen mittels Sequenzierung zum Einsatz. Ein Ansatz ohne Sssl-

Methyltransferase wurde zusatzlich mitgefuhrt.
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Reaktionsansatz

Aqua dest. x ul
Puffer 2 10x 2 ul
SAM (1600 uM; Methyldonor) 2 ul
Sssl Methylase (4 U/ul) 1 ul
DNA 1 ug
Gesamtvolumen 200 pl

Der Ansatz wurde gevortext und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen
auf 65°C fur 20 min gestoppt. Es erfolgte die Zugabe von 10 pl TE-Puffer.

Phenol/Chloroform-Extraktion

Nach Zugabe von 30 pl Phenol (Verhéaltnis 1:1) wurden die Proben fir 2-3 min invertiert und
gevortext. Die Phasenauftrennung fand nach einer 3-mindltigen Zentrifugation bei 20.000 g
statt. Die obere, wassrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt, mit 30 pl
Chloroform (Verhéltnis 1:1) versetzt und wiederum fir 2-3 min invertiert und gevortext. Nach
dem néchsten Zentrifugationsschritt (3 min, 20.000 g) wurde die obere, wassrige Phase
nochmals in ein neues Reaktionsgefal’ gegeben.

DNA-Fallung

Durch die Zugabe von 3 M Natriumacetat (pH 5,2; 1/10 des bisherigen Gesamtvolumens) und
100% Ethanol (2,5x des bisherigen Gesamtvolumens) wurde die DNA nach kurzem vortexen
bei -20°C fur 10-30 min geféallt. Die darauffolgende Zentrifugation (10 min, 20.000 g) fand bei
4°C statt. Der Uberstand wurde anschlieBend entfernt und das DNA-Pellet in 100 pl 70%
Ethanol gewaschen. Danach wurde abermals fir 3 min bei 20.000 g (4°C) zentrifugiert und
das Ethanol verworfen. Schlief3lich erfolgte die Lufttrocknung des Pellets und Aufnahme in
20 pl sterilem H2O. Zum Loésen des DNA-Pellets wurden die Proben schittelnd bei 37°C fur

10 min inkubiert, ehe die Konzentration am NanoDrop bestimmt wurde.

229 Bisulfit-Behandlung der DNA

Die Behandlung der DNA mit Bisulfit diente der Methylierungsanalyse. Hierbei werden die
Strange der zuvor isolierten DNA denaturiert, sodass einzelstrangige Cytosine durch die
katalytische Wirkung von Bisulfit (HSO3s) hydrolytisch zu Uracilen deaminiert werden
(Abbildung 2.1). 5-Methylcytosine werden hingegen nicht umgewandelt und bleiben erhalten.
Auf diese Weise kann man unmethylierte, jetzt zu Uracil umgewandelte und methylierte
Cytosine anhand der Sequenzabfolge unterscheiden. Fihrt man daraufhin zusatzlich eine
PCR durch, so erhédlt man an der friheren Stelle eines unmethylierten Cytosins ein Thymin,

wahrend aus methylierten Cytosinen herkdbmmliche, unmethylierte Cytosine werden [123].
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Hydrolytische
Sulphonierung Deamination Desulphonierung
NH, NH, 0
"'503 HO+NH,'
Cytosin Cytosin- Uracil- Uracil
sulphonat sulphonat

Abbildung 2.1: Chemischer Ablauf der Bisulfitreaktion. Wie von Shapiro et al. 1973 [124]
beschrieben, erfolgt im ersten Schritt die Sulphonierung des Cytosins zu Cytosinsulphonat. Im zweiten
Schritt wird Cytosinsulphonat hydrolytisch zu Uracilsulphonat deaminiert. Im letzten Schritt entsteht
durch eine Desulphonierung schlief3lich Uracil. (Verandert nach Tollefsbol [125].)

Die Bisulfitkonversion und anschlieBende Aufreinigung der DNA wurde mit Hilfe des EpiTect®

Bisulfite Kit von Qiagen durchgefihrt.

2.2.10 Wasserstoffperoxid (H202)-Behandlung von Zellen

Um oxidativen Stress in Zellen auszulosen wurden HEK293- und Hela-Zellen mit
Wasserstoffperoxid behandelt. Dazu erfolgte die Inkubation der in Kultur bei 37°C gehaltenen
Zellen fir 40 min mit 5 mM H2O,. AnschlieRend wurden die Zellen wieder in Normalmedium
aufgenommen. Nach entweder 5 h oder 18 h fand die Zellernte fir RNA- oder Proteinisolation
statt.

2211 RNA-Isolation

Die als monolayer wachsenden Zellen wurden aus einer 6 cm Schale (~20 cm?) wie folgt
geerntet. Bei grofReren Schalen wurden die Volumina entsprechend angepasst.

Zellernte

Zu Beginn wurde das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml frischem PBS mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst
oder mit der Pipette abgespilt und in ein 1,5ml Reaktionsgefald uberfihrt. Durch
Zentrifugation (1000 g, 1 min) wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand abgenommen und
das Zellpellet in 1 ml Trizol resuspendiert. Eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min fand
statt.

RNA-Féllung

Nach der Zugabe von 200 pl Chloroform wurden die Proben fir 15 s gevortext. AnschlieRend
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, zentrifugiert (12.000 g, 15 min, 4°C) und der klare

Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt. Danach wurden 500 pl 100%
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Isopropanol zu jeder Probe gegeben, kurz gevortext und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 12.000 g, 4°C) wurde der Uberstand
komplett abgenommen und das Pellet in 150 pl 75% Ethanol gewaschen (kurz vortexen). Die
Reaktionsgefale wurden daraufhin fir 5 min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert, das Ethanol
vollsténdig abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur 2-5 min getrocknet.

Elution

Die isolierte RNA wurde schlieBlich in 25 pl H,O aufgenommen und schiittelnd bei 55°C fir
10 min gel6ést. Danach wurde die RNA-Konzentration (Azeozso: 1,6 - 2,0) am NanoDrop
bestimmt und die RNA bei -80°C gelagert.

2.2.12 DNase-Behandlung der RNA

Um DNA-Verunreinigungen in den RNA-Proben auszuschlieBen, erfolgte eine DNase-
Behandlung. Hierfuir wurden 2 ug RNA verwendet. Im Folgenden ist der Ansatz fiir den DNase-

Verdau aufgefihrt:

DNase-Verdau

RNA 2 ug
Aqua dest. x ul
DNase RQ1 Puffer 10x 1 pl
DNase RQ1 1 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Der 10 ul Ansatz wurde fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 1 pl
stop solution und die Inaktivierung der DNase bei 65°C fur 10 min. Der Erfolg der DNase-

Behandlung wurde mittels PCR Uberprift.

2.2.13 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Messung der RNA- und DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei 260 nm mit dem
NanoDrop 2000 Spektrophotometer (PeglLab). Zudem geben die Zahlenverhaltnisse
260/280 nm und 260/230 nm Auskunft Gber die Reinheit der Proben. Ein Azso2s0 Verhaltniswert
von 1,8 fir DNA und 2,0 fur RNA gilt generell als rein. Falls der Verhaltniswert geringer ausfallt,
ist dies ein Zeichen fiir Protein-, Phenol- oder andere Verunreinigungen, die nahe 280 nm
absorbieren. Der Azsor2z0 Verhaltniswert liegt meist hdher in einem Bereich von 2,0 - 2,2. Falls

dieser Wert niedriger ist, ist das ein Hinweis flir Kontaminanten, die bei 230 nm absorbieren.
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2.2.14 Methylierungsspezifische Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der methylierungsspezifischen PCR handelt es sich um die PCR, welche mit der Bisulfit-
behandelten DNA (BS-DNA) vor der Einklonierung in den Topo-Vektor mit anschlieRender
Sequenzierung zur Bestimmung des Methylierungsgrades durchgefuhrt wurde. Die
eingesetzten methylierungsspezifischen Primer sind unter 2.1.8 aufgelistet. Nach der PCR-
Reaktion wurden 5 ul des Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel (siehe 2.2.22) aufgetragen,
um den Erfolg der PCR zu Uberprifen. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend fiir die Topo-
Klonierung oder direkte Sequenzierung mit dem High Pure PCR Product Purification Kit von

Roche aufgereinigt.

Reaktionsansatz

Aqua dest. x ul
BS-DNA 200 - 400 ng
AmpliTaq Gold (hot start) 0,25 pl
PCR-Puffer schwarz D 50ul
dNTP Mix (je 2,5 mM) 2,5l
forward Primer (10 pM) 2,5u
reverse Primer (10 uM) 2,5 ul
Gesamtvolumen 25 ul
Programm
Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 7 min 1 (Tag-Aktivierung)
95°C 30 sek
60°C 30 sek 60
72°C 2 min
72°C 5 min 1

2.2.15 PCR fur die Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens

Um das Minigen mit dem Promotorbereich von MUTYH herzustellen, wurde eine PCR zur
Amplifikation der einzuklonierenden Promotorbereiche, sowie der ersten vier Exons
durchgefiuhrt. Die verwendeten Primer sind unter 2.1.8 zu finden. Die eingesetzte genomische

DNA (gDNA) wurde aus Lymphozyten einer gesunden Person isoliert.
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Reaktionsansatz

Aqua dest. 11 pl
gDNA 1,0 pl
Tag-Polymerase 0,5l
PCR-Puffer blau A 5,0 ul
dNTP Mix (je 2,5 mM) 2,5l
forward Primer (10 pM) 2,5 ul
reverse Primer (10 pM) 2,5 ul
Gesamtvolumen 25 ul
Programm
Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 1 min 1
95°C 15 sek
55°C 15 sek 50
72°C 5 min
72°C 6 min 1

2.2.16 Test-PCR auf Transkription/Spleillen des MUTYH-Promotor-Minigens

Zur Prifung der Primerspezifitat fur die gesplei3ten Minigentranskripte wurde eine Test-PCR
mit den gewonnenen cDNAs fiir jedes der AFEs durchgefiihrt. Die Primer (siehe 2.1.8) wurden
so gewahlt, dass sie jeweils Exon-Exon-Grenzen abdecken, um die Funktionalitat des
SpleiRens sicherzustellen. Der reverse Primer enthalt zusatzlich die in das Minigen eingefiigte

Markierung.

Reaktionsansatz

Aqua dest. 8,6 ul

cDNA 1,0ul

Tag-Polymerase 0,4 pl

PCR-Puffer blau B 4,0 ul

dNTP Mix (je 2,5 mM) 2,0u

forward Primer (10 pM) 2,0 ul MUTYH 1a-2F, 1g-2F, 1b-2F
reverse Primer (10 pM) 2,0u MUTYH 2-3R-Mut-a
Gesamtvolumen 20 pl
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Programm
Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 2 min 1
95°C 30 sek
55°C 30 sek 45
72°C 1:30 min
72°C 5 min 1
2.2.17 Mutagenese-PCR

Fur die Herstellung der unklaren Varianten von MUTYH wurden Punktmutationen bzw. im
Minigen auch mehrere veradnderte Basen Uber eine PCR in die entsprechenden Plasmide
eingefligt. Nach einem anschlieenden Restriktionsverdau des Template-Vektors mit Dpnl
erfolgte die Transformation in E. coli XL1 Blue Bakterien. Die verwendeten Mutagenese-

Primer sind unter 2.1.8 aufgefiihrt.

Reaktionsansatz

Aqua dest. X ul

Plasmid-DNA 25 ng

Pfu Ultra DNA Polymerase AD 0,5 ul

Pfu Ultra Puffer AD 10x 2,5 ul

dNTP Mix (je 2,5 mM) 1,0ul

forward Primer (10 pM) 1,04

reverse Primer (10 pM) 1,04

Gesamtvolumen 25 ul

Programm fur MUTYHbeta3-Plasmid Programm fur MUTYH-Promotor-Minigen
Temperatur Dauer Zyklenzahl Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 2 min 1 95°C 2 min 1

95°C 30 sek 95°C 30 sek

55°C 1 min 18 55°C 1 min 24
68°C 8 min 68°C 9 min

4°C unendlich 4°C unendlich

Danach wurde den Ansatzen jeweils 1 pl Dpnl hinzugefigt und diese bei 37°C fur 30 min
inkubiert. Dpnl ist eine Endonuklease, die nur bakteriell methylierte DNA abbaut und daftr
sorgt, dass ausschlie3lich die neu synthetisierten DNA-Strange mit der Mutation erhalten
bleiben. AnschlieBend wurden 2,5 ul des verdauten PCR-Produkts in E. coli transformiert
(siehe 2.2.28).
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2.2.18 Ethanolprazipitation zur Aufkonzentrierung von PCR-Produkten

Fur die Aufkonzentrierung von PCR-Produkten, bspw. vor einer Transformation, fand eine
Ethanolprazipitation statt. Daftr wurde der DNA-L6sung 10% 3 M Natriumacetat zugesetzt.
Diesem Gemisch wurde die 2,5-fache Menge 100% Ethanol zugefiigt und die DNA fir 10 min
bei -20°C gefallt. Nach anschliel3ender Zentrifugation (12.500 g, 4°C, 15 min) wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 50 pul 70% Ethanol versetzt. Darauf folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt (12.500 g, 4°C, 5 min) und die Abnahme des Uberstands. Das

Pellet wurde schliel3lich etwa 5 min luftgetrocknet und in 5 pl Aqua dest. geldst.

2.2.19 Reverse Transkription (RT)

Durch die reverse Transkription wurde die zuvor isolierte RNA in cDNA umgeschrieben, die
dann als Template fur die Amplifikation des MUTYH-Gens diente. Die verwendete reverse
Transkriptase besitzt keine RNase H Aktivitdt, wodurch die cDNA Synthese ausgehend von
langen mRNA templates (>5 kb) unproblematisch ist. Zum einen wurde die RNA mit Hilfe von
random Primern (Promega) umgeschrieben, um die Werte auf das housekeeping Gen
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) zu normalisieren. Zum anderen
wurden Gen-spezifische Primer (GsP) verwendet (MUTYH 2-3R-Mut-a).

Die Reaktionsansétze setzten sich wie folgt zusammen:

RT mit random Primern RT mit GsP
DNase verdaute RNA 1 g DNase verdaute RNA 1 pug
Random Primer (10 uM) 0,5 ul GsP 2-3R-mut-a (10 uM) 2,5 pl
Aqua dest. X pl Aqua dest. X pl
Gesamtvolumen 14,5 pl Gesamtvolumen 14,5 pl

70°C 5 min 70°C 5 min

auf Eis 5 min auf Eis 5 min
M-MLV Reaktionspuffer 5x 5ul M-MLV Reaktionspuffer 5x 5ul
dNTP Mix (je 2,5 mM) 5ul dNTP Mix (je 2,5 mM) 5ul
M-MLYV reverse Transkriptase 0,5 pl M-MLYV reverse Transkriptase 0,5 pl
Gesamtvolumen 25 ul Gesamtvolumen 25 ul

Raumtemperatur 10 min 50°C 60 min
50°C 50 min

Die cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.
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2.2.20 Quantitative real-time PCR (gPCR)

Die quantitative real-time PCR wurde verwendet, um die Benutzung der drei alternativen
ersten Exons (a, B, y) von MUTYH zu bestimmen. Eine Variante der real-time PCR ist die
TagMan-PCR. Sie zeichnet sich durch hohe Geschwindigkeit, Sensitivitat und Spezifitat aus.
Fur diese Untersuchung wurde eine TagMan-Sonde verwendet, die auf dem 5' Nuklease-PCR
Test von Holland et al. [126] beruht. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht in der 5-3°
Exonukleaseaktivitdit der Tag-Polymerase. Diese baut wahrend der Synthese des
Gegenstranges eine Sonde am 5'-Ende ab. Diese Sonde ist so designt, dass sie zwischen den
beiden PCR-Primern an die einzelstrangige, komplementdre Zielsequenz hybridisiert.
Aulerdem ist sie am 5-Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff (6-Carboxyfluorescein,
FAM), dem sogenannten Reporter, und am 3'-Ende mit einem Quencher markiert. Letzterer
verhindert die Emission von Energie des Reporters nach Anregung einer Lichtquelle durch das
PCR-Gerat. Dieses Prinzip nennt sich Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Durch den
Abbau der Sonde wahrend der PCR werden Reporter und Quencher raumlich voneinander
getrennt, wodurch das emittierende Fluoreszenzsignal des Reporters nicht langer durch den
Quencher inhibiert wird und durch das Gerat detektiert werden kann. Die Detektion des
Fluoreszenzsignals findet nach jedem Zyklus im StepOnePlus real-time PCR-Gerat (Applied
Biosystems) statt. Fir den Reaktionsansatz wurde die in der reversen Transkription
gewonnene cDNA verwendet und stets Duplikate eingesetzt.

Reaktionsansatz

Aqua dest. 4,2 ul
TagMan-PCR Mastermix 2x 5,0 ul
TagMan-Sonden/Primer Mix 0,5ul
cDNA 0,3l
Gesamtvolumen 10 pl
Programm

Temperatur  Dauer Zyklenzahl

50°C 2 min 1

95°C 10 min 1

95°C 15 sek } 55

60°C 1 min

Relative Quantifizierung

Fur die relative Quantifizierung wird eine interne Kontrolle bendtigt, auf die die Expression des

Zielgens normalisiert werden kann. In diesem Fall wurde eine Standard-Sonde des
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housekeeping Gens GAPDH verwendet (Hs99999905 m1, Applied Biosystems), um Fehler
auszugleichen, die durch das Einsetzen unterschiedlicher cDNA-Mengen entstehen kénnen.

Um die Expressionsraten der verschiedenen Proben zu errechnen, wurde die AACt-Methode
genutzt. Der Ct-Wert (cycle threshold) gibt hierbei den Zeitpunkt wahrend der exponentiellen
Phase der PCR an, bei dem die Fluoreszenz signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz
ansteigt. Fur die Auswertung werden zuerst die Ct-Werte der Kontrolle von denen der zu
analysierenden Proben subtrahiert: Ctprope — Ctearon = ACt. Von diesem Differenz-Wert wird
dann die Differenz des Wildtyps abgezogen, woraus der AACt-Wert resultiert:
ACtvariante — ACtwr = AACt. SchlieBlich ergibt sich die n-fache Expression der Variante im
Vergleich zum Wildtyp indem man den AACt-Wert wie folgt potenziert: 224,

2.2.21 Sequenz-PCR und Sequenzierung

Nach der Synthese des MUTYH-Promotor-Minigens, der Einfilhrung von Mutationen in dieses
sowie in das pcDNA3-MUTYHB3-Plasmid und der Konvertierung von DNA mit Bisulfit, wurden
die Sequenzen dieser Proben mit Hilfe der Sequenzierung Uberprift. Die Sequenzanalyse
erfolgte dabei nach der Kettenabbruch-Synthese-Methode von Sanger [127] in einem 16-
Kapillar Sequenziergerat (3130xI Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Als erstes musste
dafir eine Sequenz-PCR durchgefihrt werden. Die jeweiligen Ansétze enthielten neben
herkdbmmlichen dNTPs auch artifizielle ddNTPs (2°, 3‘-Didesoxyribonukleosidtriphosphate),
welche am 3‘-Kohlenstoffatom keine Hydroxygruppe mehr besitzen. Diese ist jedoch fur die
Polymerisation des DNA-Strangs notwendig, da an dieser Gruppe das nachste Nukleotid
angehangt wird. Infolgedessen fiihrt der Einbau eines ddNTPs zu einem willkirlichen
Strangabbruch. Da die vier ddNTPs zusatzlich mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert sind, lassen sie sich durch einen Laser zu einem Fluoreszenzsignal anregen. Nach
Langenauftrennung der abgebrochenen DNA-Fragmente in der Kapillarelektrophorese kann
mit Hilfe eines Detektors, der die unterschiedlichen Fluoreszenzsignale an den bestimmten

Positionen erkennt, die Sequenz abgeleitet werden.

Reaktionsansatz

Agua dest. x ul
Primer (1 uM) 3,2ul
DNA 100 ng
BigDye 2,0yl
Gesamtvolumen 10ul
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Programm

Temperatur Dauer Zyklenzahl
96°C 1 min 1

96°C 10 sek

50°C 5 sek 38
60°C 4 min

Nach der Sequenz-PCR wurden die Ansatze jeweils mit 1 pl SDS (2,2%) bei 98°C fir 5 min
aufgekocht. Darauf folgte die Aufreinigung der Proben mit dem DyeEx® 2.0 Spin Kit (Qiagen)
entsprechend den Angaben des Herstellers. Wurde eine grof3ere Anzahl Proben sequenziert,
so fand die Nutzung einer 96-well Filterplatte (MHVNA45, Millipore) statt, die mit Sephadex G-
50 (Amersham) befullt und mit 300 yl Aqua dest. pro Vertiefung aufgequollen wurde. Drei
Stunden danach wurde uUberschussiges Wasser von den Gelsaulen durch Zentrifugation
(5 min, 910 g) entfernt. AnschlieBend wurden die Proben ebenfalls mit 910 g fir 5 min durch
die Gelsaulen zentrifugiert. Die Sequenzierprimer sind unter 2.1.8 aufgelistet. Die Auswertung
der Sequenzen erfolgte mit dem Programm BioEdit anhand des Abgleichens (alignment) zur

Referenzsequenz.

2.2.22 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird DNA in einem Spannungsfeld elektrophoretisch nach
GroRe aufgetrennt. Es kamen je nach Lange des Produkts 1-2%ige Agarosegele zum Einsatz
(1% Gele bei DNA-Langen >1 kb; 2% Gele bei Produkten <1 kb Lénge). Die Proben wurden
vor dem Beladen des Gels mit Ladepuffer (10% Endvolumen) versetzt und das Gel in 1x TAE-
Puffer bei 110 V etwa 30 - 45 min laufen gelassen. Zum Sichtbarmachen der DNA wurde dem
Gel 4% peqGreen oder das sensitivere Ethidiumbromid zugeflgt, die beide in die DNA
interkalieren. Die Ethidiumbromid-Agarosegele wurden schlieBlich am Molecular Imager
GelDoc XR+ (Bio Rad, Image Lab Software) und die pegGreen-Agarosegele am Fusion FX
(Vilber, Fusion Capt Advance Software) betrachtet und digitalisiert.

DNA-Ladepuffer

H20 3,75 ml

Glycerin 5,0 ml

SDS 0,5% 1,0 ml

TAE 40x 250 pl

Farbstoff sachte zufligen Bromphenolblau: Xylencyanol

44



Material und Methoden

2.2.23 Isolation von nativem Gesamtproteinextrakt aus Zelllinien

Aus den Krebszelllinien wurde nach Transfektion oder Aza-Behandlung natives
Gesamtprotein (whole cell extract, WCE) isoliert. Dazu wurde das Medium aus der Zellschale
dekantiert und diese mit PBS versetzt. Nach dem Abkratzen der Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers wurden die Zellen mit einer Pipette resuspendiert und, abhangig von der Grof3e
der Zellschale und dem Volumen an PBS, in ein 15 ml Réhrchen oder 2 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation (1000 g, 2 min) zur Sedimentation der Zellen.
Nach AbgieRen des Uberstands wurden die Zellen erneut zentrifugiert (1000 g, 1 min) und die
Rohrchen bzw. ReaktionsgefaRe anschlieRend auf Eis gestellt. Restliches PBS wurde mit
einer 200 pul Pipette abgenommen. Die Zellen wurden im zweifachen Volumen des Zellpellets
in Puffer A (4°C) resuspendiert und nachfolgend 5 min auf Eis inkubiert. Bei Puffer A handelt
es sich um einen hypotonen Puffer, der die Zellen anschwellen lasst. Zur Zelllyse wurde die
Zellsuspension in flissigem Stickstoff gefroren und dann auf Eis aufgetaut. Danach wurde die
Zellsuspension im gleichen Volumen (identisch mit Puffer A) mit Puffer C (4°C) vermischt.
Dieser ist hyperton und sorgt fir die Verminderung der ionischen beziehungsweise polaren
Wechselwirkungen, wodurch u. a. DNA-assoziierte Proteine geldst werden. Darauf folgte die
Inkubation der Proben fiir 30 min bei 4°C rollend. Nach einer weiteren Zentrifugation (20.000 g,
30 min, 4°C) wurde der sich im Uberstand befindliche native Gesamtproteinextrakt in ein
1,5 ml Reaktionsgefa? auf Eis Uberfiihrt. Die Proteinkonzentration der Probe wurde im
Anschluss nach Bradford (siehe 2.2.24) bestimmt. Nachdem der Extrakt in flissigem Stickstoff
gefroren wurde, fand die Lagerung bei -80°C statt.

Puffer A

HEPES KOH, pH 7,6 20 mM
NaCl 10 mM
MgCl2 5 mM
EDTA 0,2 mM
Puffer C

HEPES KOH, pH 7,6 20 mM
NacCl 840 mM
MgCI2 5mM
EDTA 0,2 mM
Glycerin 40% (v/v)

Die Puffer wurden bei 4°C aufbewahrt. Vor jeder Nutzung wurden zusatzlich 1 pl/ml PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid; 200 mM) und 2 pl/ml DTT (Dithiothreitol; 200 mM) zu den Puffern
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hinzugegeben. DTT ist fur die Konservierung der Proteine in funktionaler Form und PMSF als

Proteaseinhibitor von Bedeutung.

2.2.24 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Der Proteingehalt wurde nach Marion M. Bradford [128] bestimmt. Der Bradford-Test basiert
darauf, dass sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G-250 bei
der Bindung an Proteine von 465 nm zu 595 nm verschiebt. Die Zunahme der Absorption bei
595 nm ist ein Mal3 fur die Proteinkonzentration der Losung. Zur photometrischen
Konzentrationsbestimmung wurden stets 800 pl Quick Start Bradford-Reagenz (Bio-Rad)
eingesetzt und mit 2 pl der zu messenden Proteinlésung vermischt. Die Farbentwicklung ist
nach zwei Minuten beendet, woraufhin die Absorption bei 595 nm gegen einen Nullwert (mit
H.0) im Photometer (DU800 Beckmann Coulter) gemessen wurde. Das zum Photometer
gehdorige Programm errechnete anhand einer Eichgeraden automatisch die Konzentration in

mg/ml.

2.2.25 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Zum Aufkonzentrieren von Proteinlésungen wurden Amicon Ultra Filter (Millipore) verwendet.
Die Probe wurde durch einen Filter entsprechender PorengrofRe (50 K oder 100 K) zentrifugiert

und anschlieRend aus dem umgedrehten Filter zurlickgewonnen.

2.2.26 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die nach Ulrich K. Lammli [129] leicht abgewandelte diskontinuierliche Gelelektrophorese
dient der Analyse von Proteingemischen anhand der GroRenauftrennung in Form des
Molekulargewichts. Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) als anionisches
Tensid bildet mit den Proteinen einen Komplex und sorgt dafir, dass die Eigenladung der
Proteine Uberdeckt wird. Die entstandenen SDS-Protein-Komplexe sind negativ geladen und
Protein-Protein-Wechselwirkungen werden unterbunden.

Das diskontinuierliche Acrylamidgel bestand aus einem 10%igen Trenngel und einem
Sammelgel. Das Trenngel wurde stets zuerst zwischen die Glasplatten gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet, sodass eine klare, scharfe Linie fir das darauffolgende Sammelgel
entstand. Nach der Auspolymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und das
Sammelgel zugefiigt. Je nach Anzahl der Proben wurden kleine oder grof3e Gele mit
entsprechender Anzahl Taschen gegossen. Fir kleine Gele wurde die Gelkammer Minigel-
Twin (Biometra, Analytik Jena) und fur groRBe Gele die Kammer Double Wide (C.B.S.)
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verwendet. Je nach Ausbeute wurde eine Menge von 10 - 50 pug Protein je Probe eingesetzt.
Diese wurde mit etwa 20% Roti-Load Ladepuffer (Roth) versetzt und fir 1 - 2 min bei 90°C
(750 rpm) aufgekocht. Das in Roti-Load enthaltene SDS und B-Mercaptoethanol diente der
Denaturierung und Spaltung der Disulfidbriicken durch Reduktion. Ein kleines Gel wurde bei
25 mA, ein groRes Gel bei 40 mA fir ca. 80 - 90 min in Laufpuffer angeschlossen.

SDS-Elektrophoresepuffer

Tris 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,1% (w/v)

Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

10% GELE
Trenngel klein grof3
Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8% ml 2 4
Tris HCI 1,88 M, pH 8,8 ml 1,2 2,4
SDS 0,5% ml 1,2 2,4
Wasser mi 1,6 3,2
TEMED ul 5 10
Ammoniumpersulfat (APS) 10% pl 30 60
Sammelgel klein grof3
Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8% ml 0,33 0,66
Tris HCI 0,625 M, pH 6,8 ml 0,4 0,8
SDS 0,5% ml 0,4 0,8
Wasser nll 0,87 1,74
TEMED pl 2 4
Ammoniumpersulfat (APS) 10% pl 10 20

2.2.27 Proteindetektion: Western Blot

Beim Blotten werden die Proteine des SDS-Gels elektrophoretisch auf eine adsorbierende
Membran Ubertragen. Auf dieser sind sie fur die darauffolgende Immunfarbung fur Antikorper
leicht zuganglich, ohne dass Diffusionsprobleme wahrend mehrerer Wasch- und

Farbedurchgange auftreten.
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In dieser Arbeit fand das Semidry-Blot-System Verwendung. Dabei wurde das SDS-Gel auf
vier Lagen in Blotpuffer getranktem Filterpapier und der Nitrocellulose Membran gebettet.
Durch das im Blotpuffer enthaltene Methanol wurden die Proteinbindungsstellen der Membran
aktiviert. AbschlieRend wurden vier weitere in Blotpuffer getrénkte Filterpapiere luftblasenfrei
aufgelegt. Der Vorgang des Blottens in der Blotapparatur fand fir 1.30 h bei 1 mA/cm? statt.
Dies entsprach etwa 50 mA fur kleine und 100 mA fir grol3e Gele. Nach dem Blotten wurde
die Membran zur Kontrolle des Proteintransfers mit Ponceaurot 1 -2 min angefarbt,
abgegossen und in TBS-T entfarbt. Zum Blocken der freien Proteinbindungsstellen auf der
Membran wurde diese in entfettetem Milchpulver (5% Milchpulver in TBS-T) fiir 1 h oder Uber

Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend erfolgten Immunfarbung und Detektion.

Blotpuffer

TrispH 8,2 - 8,4 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1% (wi/v)
Methanol 20% (v/v)

Ponceau-Ldsung
Ponceau S 10x 10% (v/iv)
Essigsaure 2,5% (vIv)

Immunfarbung und Detektion

Alle Antikoérper wurden entsprechend den Angaben der Hersteller 1:666 bis 1:10.000-fach
entweder in TBS-T mit 5% Milchpulver oder 5% BSA verdiinnt (siehe 2.1.6). Zuerst wurde die
Membran flir 1h oder (ber Nacht in Primarantikdrper inkubiert. Darauf folgten drei
Waschschritte mit TBS-T fur je 5 min. AnschlieBend wurde der Sekundarantikorper fur 1 h
hinzugegeben und die Membran erneut dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen. Als
Sekundarantikdrper kamen Antikbrper zum Einsatz, die mit Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt sind. HRP katalysiert, nach der Zugabe von
Detektionslosung auf die Membran, die Oxidation von Luminol und I8st dadurch eine
Chemilumineszenz aus. Das entstehende Lumineszenzsignal kann dann detektiert werden.
Fir diesen letzten Schritt wurde Immobilon Western Detektionslésung (Millipore), bestehend
aus einer Peroxid- und Luminol-Lésung, 1:1 gemischt und auf die Membran gegeben. Die
Detektion und Auswertung fand entweder im LAS-4000 mini (Fuji) mit der zugehorigen
MultiGauge v3.2 Software oder im Fusion FX mit der Fusion Capt Advance Solo 4 16.07

Software statt.
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2.2.28 Transformation in kompetente E. coli-Zellen

Unter Transformation versteht man die nicht-virale Aufnahme freier DNA in kompetente
Bakterienzellen zu deren Vermehrung. Die Transformation in E. coli XL1-Blue erfolgte nach
dem Hitzeschockprinzip [130]. Dazu wurde die Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und
abzentrifugiert. Zu 25 pl Bakterien wurden 2,5 pl des PCR-Produkts gegeben und 30 min auf
Eis inkubiert. Darauf folgte der Hitzeschock bei 42°C fur 30 sek. Nach weiteren 2 min auf Eis
wurden 100 ul S.0.C. Medium (Invitrogen) zugefiigt, 1 h bei 37°C geschuttelt und die
Suspension auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und die Platten
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Mutagenese-PCR Ansatze wurden nach der Zugabe von
S.0.C. Medium direkt ausplattiert. FUr Retransformationen wurde 1 ul der entsprechenden
Plasmid-L&sung zu der Bakteriensuspension gegeben und genauso verfahren. Am nachsten
Tag wurden die Agarplatten auf das Wachstum von Einzelkolonien hin tberpriift, ehe diese fir

Ubernachtkulturen gepickt wurden.

2.2.29 Animpfen von Ubernachtkulturen

Fur Ubernachtkulturen wurden Einzelkolonien in 5 ml LB-Medium mit Antibiotika-Zusatzen
(Mini-Kultur) tber Nacht bei 37°C geschiittelt. Nach Uberpriufung der isolierten Plasmide auf
deren Korrektheit, wurden zumeist Ubernachtkulturen mit einem Volumen von 300 ml (Maxi-
Kultur) angeimpft. Daftir wurde 1 ml der Mini-Kultur zu 300 ml LB-Medium mit entsprechenden
Zusatzen gegeben und Uber Nacht ebenso bei 37°C schittelnd inkubiert. Nach einer
Retransformation wurden zunachst Einzelkolonien in 2 ml Vorkultur gezogen und nach ca. 5 h

direkt Maxi-Kulturen angeimpft.

2.2.30 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus 5 ml Fliissigbakterienkultur erfolgte mit dem High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche). Fir die DNA-Isolation aus 300 ml Bakterienkultur wurde das
JETstar 2.0 Plasmid Purification MAXI Kit (Genomed) verwendet.

2.2.31 Anfertigung von E. coli Glycerolstocks

Fur die Anfertigung von Glycerolstocks wurden 750 pl der einzufrierenden Bakterienkultur mit
250 ul Glycerin (80%, autoklaviert) vermischt und in ein 1,8 ml Kryorohrchen (Nunc™)

gegeben. Diese wurden schliel3lich bei -80°C eingefroren und gelagert.
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2.2.32 Klonierungsstrategie zur Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens

Um die Transkriptionsregulation der alternativen ersten Exons von MUTYH und die
Auswirkungen von bestimmten Patientenmutationen auf die Transkription zu untersuchen,
wurde ein Minigen konstruiert. Dieses enthélt den putativen Promotor von MUTYH sowie die
Exons 1 - 4.

Pyvul

Bsml

Abbildung 2.2: Der Invitrogen-Vektor pcDNA3. Der Vektor besteht aus 5446 Nukleotiden mit einer
Ampicillin-Resistenz. Die Restriktionsschnittstellen innerhalb sowie auf3erhalb der multiple-cloning-site
(VergroRRerung) sind angegeben. (Quelle: http://www?2.kumc.edu/soalab/LabLinks/vectors/pcdna3.htm)

Als Ausgangsvektor diente pcDNA3 (Invitrogen, Abbildung 2.2). Aus dem pcDNAS3-Vektor
wurde zu Beginn mit den Restriktionsenzymen Nrul und Hindlll der vektoreigene Cytomegalo-
virus (CMV)- und T7-Promoter entfernt (siehe 2.2.36 praparative Restriktion). Das Vektor-
Ruckgrat wurde Uber eine Gelextraktion (siehe 2.2.37) aufgereinigt. Da durch den Nrul-Verdau
blunt ends und durch den Verdau mit Hindlll sticky ends entstehen, konnte das pcDNA3-
Ruckgrat nicht religieren. Die fehlenden Basen wurden mit Hilfe des Klenow-Fragments [131]
aufgeflllt und die blunt ends im Nachhinein ligiert (siehe 2.2.33). Dies hatte zur Folge, dass
Hindlll in der multiple-cloning-site (MCS) inaktiviert wurde. Zusétzlich wurde zwischen BamHI
und EcoRI in der MCS uber das Einfiigen einer Oligoduplex (siehe Primerliste 2.1.8 und
Herstellung 2.2.34) eine Spel-Schnittstelle eingefigt.

Insgesamt wurden in den leeren pcDNA3-Vektor (-pCMV/T7, +Spel) in folgender Reihenfolge
drei Teile einkloniert: Die Promotorregion 2 inklusive Exon 1 (p2+el), die Promotorregion 1
(p1) und zuletzt die Exons 2 - 4 (e2-4). Zuerst wurden dafur die einzuklonierenden Fragmente
in einer PCR amplifiziert (siehe 2.2.15), wobei alle Primer die entsprechenden Schnittstellen

zur Einklonierung in den pcDNA3-Vektor enthielten. Nachfolgend wurden die PCR-Produkte

50



Material und Methoden

mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) aufgereinigt und tber Amicon Ultra
50K Filtersaulen auf etwa 10 pl aufkonzentriert. Danach wurden die PCR-Produkte fir die
Einklonierung in den TOPO-Vektor verwendet (siehe 2.2.35). Mit je einem positiv getesteten
Bakterien Klon wurde schlieBlich eine praparative Restriktion (2,5pug DNA) mit
entsprechenden Restriktionsenzymen durchgefihrt. Der Verdauansatz wurde auf ein
Agarosegel aufgetragen, das Fragment aus dem Gel aufgereinigt (siehe 2.2.37) und uber
Amicon Ultra 50K Filter zusatzlich zweimal mit 500 ul Aqua dest. gewaschen und schlieflich
zurtickgewonnen.

Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Spel wurde die Promotorregion 2 inklusive Exon
1 (1512 bp ohne Enzymschnittstellen) in den pcDNA3-pCMV+Spel-Leervektor seitenrichtig
einkloniert. Hierflr wurden 5 ug der Leervektor-DNA praparativ verdaut (siehe 2.2.36). Erst
wurde Spel dem Verdauansatz fir 1 h bei 37°C zugeflgt, dann folgte BamHI fiir eine weitere
Stunde. Danach wurden 8 pl Antarktischer-Phosphatase-Puffer und 1 pl Antarktische
Phosphatase (NEB) fur 30 min bei 37°C zugegeben und die Enzyme fir 20 min bei 80°C
inaktiviert. Die Dephosphorylierung des Vektors soll ein Religieren ohne Insert verhindern. Da
BamHI nicht durch Hitze inaktivierbar ist, wurde der Ansatz zusatzlich tber einen Amicon Ultra
50K Filter durch zweimalige Zugabe von 500 pl Aqua dest. aufgereinigt und die DNA-
Konzentration bestimmt. AnschlieBend fand die Ligation (siehe 2.2.38) und Transformation
des aufgereinigten Promotorbereichs (p2+el) und des pcDNA3-pCMV+Spel-Vektors statt.
Aus einem positiven Klon wurde letztlich eine Maxi-Kultur angefertigt.

In das pcDNA3-pCMV+p2+el-Konstrukt wurde als néachstes tber BamHI der putative, erste
Promotorbereich (p1, 425 bp ohne Enzymschnittstellen) inseriert. Dies durfte nicht erst nach
der Einklonierung des nachfolgenden Fragments (e2-4) geschehen, da dieses eine BamHI-
Schnittstelle besitzt. Anfangs wurden 10 pg des MUTYH-Minigen-Konstrukts mit 10 pul BamHI
fir 2 h bei 37°C verdaut. Die vollstandige Linearisierung des Vektors wurde auf einem
Agarosegel Uberpruft. Zur Dephosphorylierung kamen 20 pl Antarktischer-Phosphatase-
Puffer und 5 pl Antarktische Phosphatase fiur 2 h hinzu. Die Hitzeinaktivierung fand wiederum
bei 80°C fir 5 min statt. Danach wurde der Vektor erst mit 100 ul Phenol, dann mit 100 pl
Chloroform extrahiert und eine Ethanolprazipitation (siehe 2.2.18) durchgefiihrt. Das DNA-
Pellet wurde schliel3lich in 100 pl Aqua dest. aufgenommen und die DNA-Konzentration
bestimmt. Nachfolgend fand die Ligation mit dem aus dem TOPO-Vektor verdauten und
aufgereinigten pl-Fragment statt (siehe 2.2.38). Um herauszufinden, ob das pl-Fragment
tiber BamHI seitenrichtig in den Vektor einkloniert wurde, wurde eine Sequenzierung mit dem
MUTYH-p1-F Primer (ohne BamHI-Schnittstelle) durchgefiihrt. Aus dem korrekten Ansatz
wurde erneut eine Maxi-Kultur angefertigt.

Der letzte einzuklonierende Bereich (Exons 2-4) in das MUTYH-Minigen-Konstrukt fand tber

die Restriktionsschnittstellen Spel und Xhol statt. Wie zuvor beschrieben wurden 10 pg Vektor
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mit den entsprechenden Enzymen verdaut, dephosphoryliert und eine Phenol/Chloroform-
Extraktion mit anschlieRender Ethanolpréazipitation durchgefuhrt. Darauffolgend wurde das
ebenso zuvor verdaute und aufgereinigte e2-4-Fragment (1436 bp) in den Vektor ligiert und
der Ansatz transformiert. Aus einem positiven Ansatz wurde schlie3lich eine Maxi-Kultur
hergestellt. Das fertige MUTYH-Promotor-Minigen-Konstrukt wurde zur Uberprifung komplett
sequenziert (Primer siehe 2.1.8).

2.2.33 Klenow blunting und Ligation

Das Klenow-Fragment [131] ist Teil der DNA-Polymerase | von E. coli. Es besitzt neben der
5° - 3' Polymeraseaktivitat nur die 3‘ - 5° Exonukleaseaktivitat, welche fur das proof reading
notwendig ist. Die 5° - 3 Exonukleaseaktivitat fehlt jedoch. Dadurch ist das Fragment dazu
geeignet, einzelstrangige 5-Uberhdnge von DNA-Sequenzen nach einer Restriktion wieder
aufzufillen, sodass ein blunt end entsteht. Der Ansatz wurde fir 15 min bei 25°C inkubiert und
die Reaktion danach bei 75°C fir 10 min gestoppt. Die nachfolgende blunt end Ligation fand
fir 2 h bei Raumtemperatur statt. Fur die Transformation (siehe 2.2.28) des ligierten Vektors
wurden 4 pl des Ligationsansatzes auf 15 pl Bakteriensuspension und zur Kontrolle 3,5 pl des
unligierten Ansatzes auf 15 pl Bakteriensuspension gegeben.

Reaktionsansatz

Aqua dest. X ul
Puffer 2 10x 5ul
dNTPs (je 33 uM) 1l
Vektor-DNA 5ug

DNA-Polymerase |, Large (Klenow) Fragment 1l

Gesamtvolumen 50 ul

Blunt end Ligation

Reaktionsansatz 8 ul

T4 DNA Ligase Puffer 10x 1l

T4 DNA Ligase 1l

Gesamtvolumen 10 ul
2.2.34 Oligoduplexherstellung

Fur die Einklonierung der Spel-Schnittstelle in den pcDNA3-pCMV-Vektor musste aus den
einzelstrangigen Oligonukleotiden (siehe 2.1.8) durch ein annealing eine doppelstrangige

Duplex hergestellt werden. Der Reaktionsansatz wurde dafir 5 min bei 85°C inkubiert und
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danach langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Nach einem préaparativen Verdau (siehe
2.2.36) von pcDNA-pCMV mit den Enzymen BamHI und EcoRI und der Aufreinigung tber
einen Filter (Amicon Ultra 50K) wurde das doppelstrangige Oligonukleotid schlief3lich einligiert
(siehe 2.2.38) und transformiert (siehe 2.2.28).

Reaktionsansatz

Aqua dest. 90 pl
pcDNA3-pAddSpel (100 uM) 5 pl
pcDNA3-pAddSpel-r (100 uM) 5 pl

2.2.35 TOPO-Vektor Ligation und Transformation in kompetente TOP10 E. coli

Die Klonierung von aufgereinigten PCR-Fragmenten in den pCR2.1-TOPO-Vektor und die
anschlieRende Transformation in kompetente One Shot TOP10 E.coli-Zellen wurde geman
den Angaben des Herstellers mit dem TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) durchgefuihrt. Das
im TOPO-Vektor enthaltene LacZa-Gen ermoglicht eine blau/wei3-Selektion der
Bakterienkolonien nach Transformation. Da das PCR-Produkt in das LacZa-Gen inseriert,
wurden nur die positiven, weiBen Kolonien fiir das Animpfen von Ubernachtkulturen (siehe
2.2.29) gepickt und danach eine Kontrollrestriktion (siehe 2.2.36) auf das enthaltene Insert
durchgefuhrt. Zudem kann mit den im TOPO-Kit enthaltenen M13-Primern eine
Sequenzierung durchgefiihrt werden. Fir die blau/wei3-Selektion wurden die Ampicillin-
Agarplatten vor dem Ausstreichen der Bakterien mit 40 ul x-Gal (20 mg/ml in DMF) und 40 pl
IPTG (40 mg/ml in H,0) benetzt.

2.2.36 Kontrollrestriktion und préparative Restriktion

Die einzelnen Verdauansétze wurden mit bestimmten Restriktionsendonukleasen inkubiert,
die spezifische DNA-Erkennungssequenzen schneiden. Fur die Klonierung wurden Vektor und
Insert mit den gleichen oder kompatiblen Enzymen in einem praparativen Verdau geschnitten,
um diese nach einer Aufreinigung ligieren zu kdnnen. Ein Kontrollverdau wurde durchgefiihrt,
um zu Uberprufen, ob das klonierte Insert im Vektor vorhanden ist. Die Kontrollrestriktion ist
somit fiir eine generelle Uberpriifung der Vektorkonstrukte notwendig. Je nach Enzym wurde

den Ansatzen gemal der Angabe des Herstellers bei Bedarf BSA zugeflgt.
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Kontrollrestriktion Praparative Restriktion
Aqua dest. X ul Aqua dest. X ul X ul x
Puffer 10x 1l Puffer 10x 20 pl 7,5 pl 5 pl
Vektor-DNA 200-500 ng Vektor-DNA 10 pg 5ug 2,5 ug
Restriktionsenzym 1 0,5l Restriktionsenzym 1 7,5 5l 2,5 ul
Restriktionsenzym 2 0,5l Restriktionsenzym 2 7,5 5l 2,5 ul
Gesamtvolumen 0u Gesamtvolumen 200l 754l 50 pl
2.2.37 Gelextraktion

Die Gelextraktion diente der Aufreinigung von DNA aus einem Agarosegel. Dazu wurde der
Verdauansatz mit 10-20% Ladepuffer versehen und auf einem entsprechenden Agarosegel
aufgetrennt. Das gewtinschte DNA-Fragment (z. B. Vektor oder Vektor-Insert) wurde mit Hilfe
eines Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt.
AnschlieRend wurde das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers
zur Isolation benutzt. Die isolierte DNA konnte im Nachhinein weiter Uber einen Amicon Ultra
Filter mit 500 ul Aqua dest. aufgereinigt und aufkonzentriert werden, ehe die Konzentration

bestimmt wurde.

2.2.38 Ligation

Eine Ligation wurde durchgefiihrt, um einen linearisierten Vektor mit dem entsprechenden
Insert anhand der kompatiblen Restriktionsenden zu verknuipfen. Die gewiinschte Orientierung
des Inserts ist durch den Verdau mit zwei verschiedenen Enzymen gewahrleistet. Das
seitenrichtige Einfligen eines Inserts tUber nur eine Restriktionsschnittstelle wurde tber eine
Ansequenzierung des Vektors in das Insert hinein Uberprift. Fir den Ligationsansatz wurden
etwa 3 Teile Fragment und 1 Teil Vektor benutzt, sodass das molekulare Verhaltnis
Fragment/Vektor ca. 2-4 betrug. Zudem wurde ein Kontrollansatz ohne Fragment angesetzt.
Die Inkubation fand fur 30 min bei Raumtemperatur statt. 2,5 pl der Ansatze wurden fir die

Transformation in 25 pl kompetente Bakterien verwendet.
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Ligationsansatz

Aqua dest. x Ml
Ligasepuffer 10x 1l
Vektor X I (~1 Teil)
Fragment X yl (-3 Teile)
T4 DNA Ligase 1p
Gesamtvolumen 10 ul
2.2.39 Einfigen einer Markierung in das MUTYH-Promotor-Minigen

Nach der vollstandigen Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens wurde eine stille
Mutation am Ende von Exon 2 (Serin-Alanin: tctgcc > agcgct) als Markierung eingefiigt, um
zwischen endogenem und transfiziertem Minigen unterscheiden zu kénnen. Hierflr wurde eine
Mutagenese-PCR durchgefiihrt (Primer siehe 2.1.8). Die Uberpriifung der Mutation fand
mittels Sequenzierung unter Verwendung des MUTYH-e2-F (siehe 2.2.21) Primers statt.

Reaktionsansatz

Aqua dest. X ul
MUTYH-Promotor-Minigen 30 ng
Pfu Ultra DNA Polymerase AD 1,5ul
Pfu Ultra Puffer AD 10x 5,0 ul
dNTP Mix (je 2,5 mM) 2,0u
forward Primer (10 pM) 1,04
reverse Primer (10 pM) 1,04
Gesamtvolumen 50 ul
Programm
Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 1 min 1
95°C 50 sek
60°C 1 min 18
68°C 12 min
4°C unendlich

2.2.40 Erweitertes MUTYH-Promotor-Minigen mit TOE1

Um sich die Auswirkungen der Mutagenese-PCRs auch auf das zu MUTYH entgegen
gerichtete Gen TOE1 anzuschauen, wurde die Exon 2 Region von TOE1 zusatzlich in das

MUTYH-Promotor-Minigen integriert. Der einzuklonierende TOE1-Bereich wurde Uber die
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einzige im Minigen vorkommende Kpnl-Schnittstelle einkloniert. Diese liegt 894 bp upstream
des ATGs von MUTYH 1a. Zuerst wurde ein PCR-Produkt des einzuklonierenden TOE1-
Bereichs synthetisiert (Primer siehe 2.1.8). Dieses wurde uber das High Pure PCR Purification
Kit (Roche) aufgereinigt, in den TOPO-Vektor kloniert (siehe 2.2.35) und in XL1 Blue E. coli-
Zellen transformiert. Von einem durch Kontrollverdau und Sequenzierung uberpriften
positiven Klon wurde eine Maxi-Praparation angefertigt. Darauf folgte eine préparative
Restriktion des TOPO-TOE1-Vektors (5 pug DNA) und des MUTYH-Promotor-Minigens (10 g
DNA) mit dem Enzym Kpnl fir 1 h bei 37°C. Der linearisierte Minigen-Vektor wurde
darauffolgend fir 2 h bei 37°C dephosphoryliert (7,5 ul Antarktischer-Phosphatase-Puffer +
5 ul Antarktische Phosphatase) und die Reaktion hitzeinaktiviert (80°C, 5 min). Sowohl das
TOE1l-Insert (159 bp) als auch der linearisierte Vektor wurden anschlie3end Uber eine
Gelextraktion aufgereinigt, ligiert und in XL1 Blue E. coli transformiert. Mit Hilfe einer
Sequenzierung (MUTYH-p1-R Primer, siehe 2.1.8) wurde die Richtigkeit der einklonierten

Sequenz bestatigt.

Reaktionsansatz

Aqua dest. 23 ul
cDNA rH des pcDNA3-MUTYHB3-Plasmids 1,0 ul
Tag-Polymerase 1,0u
PCR Puffer blau D 10
dNTP Mix (je 2,5 mM) 5,0 ul
forward Primer (10 pM) 5,0 ul
reverse Primer (10 puM) 5,0 ul
Gesamtvolumen 50 ul
Programm
Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 4 min 1
95°C 15 sek
55°C 15 sek 50
72°C 1 min
72°C 6 min 1

2.2.41 Zusammenfassung des MUTYH-Promotor-Minigen-Assays

Nach abgeschlossener Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens (Sequenz: siehe
Anhang) enthielt dieses den Promotorbereich (beginnend ~900 bp upstream von ATG in Exon
1a) und die ersten vier Exons (~3,4 kb) inklusive Markierung (Abbildung 2.3). Das WT-Minigen

oder die durch Mutagenese-PCR (siehe 2.2.17) veranderten Varianten wurden anschlieend
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in HEK293-Zellen transfiziert (siehe 2.2.3). Nach 48 h, in denen sowohl die Transkription des
endogenen MUTYH-Gens als auch des MUTYH-Promotor-Minigens stattgefunden hatte,
wurden die Zellen in Trizol geerntet, die RNA isoliert (siehe 2.2.11), ein DNase-Verdau
durchgefiuhrt (siehe 2.2.12) und die RNA abschlie3end revers trankribiert (siehe 2.2.19). Der
Einsatz von spezifischen Primern, welche die Markierung enthielten, ermdglichte, dass
ausschlieRlich die Minigen-Transkripte umgeschrieben wurden. Zusétzlich deckten die RT-
Primer Exon-Exon-Grenzen ab, um sicherzustellen, dass nur gespleidte Produkte
umgeschrieben wurden. Die so erhaltene cDNA diente zur weiteren Analyse durch PCR,

Sequenzierung und qPCR.

MUTYH e N \ /\

B /////;///// . [ M‘\ w " . "
Promotor [l T 21 =] H\HIHI‘JH > A;;j;tﬁ,rtes
Promotor-
Minigen

pcDNA3
-pCMV
MUTYHmg #

l Transfektion in HEK293

Gen promotor 8 TH[HH WW‘W
Minigen promotor F[ EE - \ﬁm

Transkriptions-
und

RNA-Isolation,

DNA-Verdau, SpleiRreaktion
RT mit spezifischem Primer (*),
Spezifisch gespleiltes mMRNA- PCR
P gesp < q RNA

Produkt des Minigens

Abbildung 2.3: Experimenteller Ablauf des MUTYH-Promotor-Minigen-Assays. Nach Klonierung
des Promotorbereichs und der ersten vier Exons (Vierecke) von MUTYH in den pcDNA3-
Ausgangsvektor ohne CMV/T7-Promotor, wurde dieser mit einer Markierung (stille Mutation) versehen
und in HEK293-Zellen transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und die isolierte RNA mit
spezifischen Primern, die die Markierung (*) enthalten und Uber Exon-Exon-Grenzen hinweggehen, in
cDNA umgeschrieben. Diese kam fur weitere Analysen zum Einsatz.

2.2.42 In silico Analysen

Konservierungsanalyse des MUTYH-Promotors

Da automatische Alignment-Werkzeuge im teilweise sehr gering konservierten
Promotorbereich von MUTYH unzuléngliche Ergebnisse erzielten, wurde aus 22 MUTYH-
Sequenzen dieses Bereichs halbautomatisch ein Alignment generiert. Hierzu wurden die

genomischen Sequenzen von Wirbeltieren verwendet, da bei diesen am ehesten davon
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auszugehen ist, dass Transkriptionsregulation und Spleil3vorgange gleich verlaufen und daher
auch die relevanten DNA-Sequenzmotive als konservierte Bereiche erkennbar sind.
Insbesondere Sequenzen von Affen wurden aus diesem Grund mit eingeschlossen.

Das Alignment wurde aus den betreffenden Sequenzen von Mensch (Homo sapiens),
Schimpanse (Pan troglodytes), Gorilla (G. gorilla), Totenkopfaffe (Saimiri boliviensis),
Anubispavian (Papio anubis), Bonobo (Pan paniscus), Gibbon (Nomascus leucogenys),
Orang-Utan (Pongo abelii), Rhesusaffe (Macaca mulatta) sowie Hamster (Mesocricetus
auratus), lltis (Mustela putorius), Hauskatze (Felis catus), Hausschaf (Ovis aries), Trampeltier
(Camelus ferus), Hausziege (Capra hircus), Rind (Bos taurus), Hauspferd (Equus ferus
caballus), Haushund (Canis lupus familiaris), Wolf (Canis lupus), Hausschwein (Sus scrofa
domesticus), Ratte (Rattus norvegicus) und Maus (Mus musculus) generiert.

Das automatisch erstellte und manuell kurierte Alignment wurde mit dem ConSeq-Algorithmus
analysiert, der jeder Nukleotidposition einen Konservierungsscore von 1-9 zuordnete. Die
ConSeg-Analysedaten wurden in einer Excel-Tabelle ausgewertet, um konservierte
Sequenzmotive zu identifizieren. Wie erwartet, konnten an funktionell relevant zu
betrachtenden Stellen (Exons, Spleil3stellen, Startcodons) entsprechend starke
Konservierungs-Peaks verzeichnet werden. Zur besseren graphischen Auswertung wurden
die ConSeg-Konservierungsscores sowie deren gleitender 10-Durchschnitt gegen die
Nukleotidpositionen im Promotor aufgetragen (siehe Abbildung 3.8 im Ergebnisteil).

Konservierungsanalyse des MUTYH-Proteins

Die humane MUTYH-Sequenz wurde zur Datenbankabfrage homologer Sequenzen
verwendet (NCBI-Blast). Etwa 100 Treffer aus verschiedensten Organismen wurden
heruntergeladen und mit Clustal Omega ein Alignment generiert. Die Konservierung der
Proteinpositionen wurde mit Hilfe des ConSeq-Servers ermittelt, der jeder Position einen

Konservierungsscore von 1-9 zuordnete.

2.2.43 Erstellung eines Homologiemodells von MUTYH

Zur weiteren Klassifizierung unklarer genetischer Varianten und deren Auswirkungen auf das
MUTYH-Protein wurde neben der Untersuchung der Proteinstabilitat in Zusammenarbeit mit
Dr. Jan Kosinski vom EMBL Heidelberg ein vorlaufiges Homologiemodell des humanen
MUTYH-Proteins entworfen. Dazu wurden bereits bekannte Kristallstrukturen aus der RCSB
Protein Data Bank herangezogen:

3N5N — Kristallstruktur der katalytischen Doméane und der Linkerregion von MUTYH [62]
1X51 — Losliche Struktur der NUDIX Doméane der humanen A/G-spezifischen Adenin-DNA-

Glykosylase alpha-3 Splei3-Isoform [132]
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3G0Q — Kristallstruktur von MutY gebunden an Inhibitor-DNA [34]
3FSP — MutY Adenin-Glykosylase gebunden an ein transition state Analog (1N) gepaart mit
dG in Duplex-DNA [133]

Das auf diesen Strukturen basierende Homologiemodell wurde im PyMOL Viewer in 3D
Ansicht angezeigt und fur die genaue Analyse der Varianten im Protein herangezogen. Das
Modell bezieht sich auf die alpha-5 Proteinisoform von MUTYH, wobei nur die Aminosauren
82-506 von insgesamt 549 AS enthalten sind, da Bereiche der N- und C-Termini bezlglich
ihrer Struktur unklar sind. Unter Verwendung der PyMOL Software wurden die entsprechenden
Varianten in das Protein eingefiigt, um deren genaue Position im 3D Modell darzustellen und
die Auswirkungen des Aminosaureaustauschs zu studieren und zu interpretieren. Au3erdem

wurden bestimmte funktionelle Domanen farblich markiert.

2.2.44 Statistik: Prafung auf Signifikanz

In allen Balkendiagrammen sind die Mittelwerte aus mindestens drei voneinander
unabhangigen Experimentreihen gezeigt. Die Fehlerbalken zeigen die zugehdrige
Standardabweichung. Je nachdem ob die gemessenen Werte Gaul3-verteilt waren oder nicht,
wurden unterschiedliche Tests zur Prifung der Signifikanz angewandt. Verglichen wurden
dabei stets die gemessenen Mittelwerte einer Variante zum Wildtyp bzw. der Kontrolle. Bei
vorliegender Gaul3-Verteilung wurde der parametrische Einstichproben-t-Test fir gepaarte
Werte benutzt. War eine Normalverteilung nicht gegeben, so kam der nicht-parametrische
Wilcoxon-matched-pairs-Test zum Einsatz. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant

erachtet. Fur die Berechnung wurde das Statistikprogramm BiAS verwendet.
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3 ERGEBNISSE

Fur die Diagnose der MUTYH-assoziierten Polyposis ist der Nachweis biallelisch
inaktivierender Mutationen im MUTYH-Gen notwendig, da der klinische Phanotyp fir eine
eindeutige Diagnose nicht ausreicht. Das Problem nach der Bestimmung des Genotyps
besteht darin, dass eine Vielzahl von genetischen Veranderungen in Polyposis-Patienten
gefunden wird, deren Pathogenitat unklar ist. Zu diesen unklaren genetischen Veranderungen
gehdren vor allem Mutationen des missense Typs, bei denen Einzelbasenaustausche zum
Austausch einer Aminoséaure im Protein fuhren. Auch Mutationen in Introns spielen hier eine
Rolle, da diese Fehler beim SpleiRen bewirken kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
MUTYH-Varianten auf deren Transkriptions- und Splei3verhalten mit Hilfe eines MUTYH-
Promotor-Minigen-Assays gepruft. Zusatzlich wurden weitere, Uber das gesamte MUTYH-
Protein verteilte missense Varianten ausgewahlt und deren Expression auf Proteinebene
untersucht.

Bisher ist zudem unklar, wie die Nutzung der ersten alternativen Exons von MUTYH reguliert
wird. Zur Analyse der Genregulation und des SpleiBens von MUTYH wurde ebenso das
MUTYH-Promotor-Minigen benutzt. Dabei wurden stark konservierte Motive des
Promotorbereichs im Minigen inaktiviert und deren Einfluss auf die Transkription der MUTYH-

Transkripte a, B und y Uberpruft. Zudem wurde der DNA-Methylierungsstatus Uberpruft.

3.1 Generierung des MUTYH-Promotor-Minigenmodells

Fir die Konstruktion des MUTYH-Promotor-Minigens wurden drei genetische Fragmente in
den pcDNAB3-Ausgangsvektor kloniert. Diese Teile umfassten den Promotorbereich,
beginnend 888 bp upstream des Translationsstarts (ATG) von Exon 1q, die drei alternativen
ersten Exons und Exons 2 - 4. Die vektoreigenen CMV- und T7-Promotoren wurden zuvor
entfernt. Insgesamt wurden 3,4 kb (3397 bp) der genetischen MUTYH-Sequenz in den Vektor
eingefuigt und das Minigen zur Uberpriifung anschlieRend sequenziert. Des Weiteren enthalt
das Minigen Exon 1 und etwa die Halfte von Exon 2 des gegenlaufig transkribierten Gens
TOEL1 (Abbildung 3.1).

Um das MUTYH-Promotor-Minigen als funktionierendes Modell fur nachfolgende Analysen
einzusetzen, musste es folgende Voraussetzungen erfullen:

1. Transkription der alternativen ersten Exons.

2. Korrektes SpleiRen der darauffolgenden Exons.

Um die Produkte des Minigens gegeniber endogen vorkommenden MUTYH spezifisch zu
detektieren, wurde aul3erdem ein Basenaustausch am Ende von Exon 2 (Abbildung 3.1 und

3.4) vorgenommen. Bei dieser Markierung handelte es sich um einen stillen Austausch von
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vier Basen am nicht konservierten 3-Ende von Exon 2, wobei nach der Translation die

entsprechenden Aminoséuren erhalten blieben.

1p34.1 MUTYHp———>
BamHI Banf1 Ciel [T g s;,)IeI El =0 ElIXhoI

B 225 bp [ 1 | 1512 p " 4 1436 bp
e (A1495 bp) %

— 44— 4TOEl
. mmm Exon, kodierend
AP AT TV MUTYH = 20580
. = Exon, kodierend
....Ju.M CpG-Dichte TOEL = von nentioderen
= m= ER = CpG-Insel (PCR-Produkt)

Abbildung 3.1: Annotierte malistabgerechte Darstellung der drei in das Minigen klonierten
genetischen Fragmente (blau) von MUTYH (grin) und Uberlappenden TOE1l (orange). Die
Restriktionsenzyme, Uber welche die genetischen Fragmente in das Minigen eingefligt wurden, sind
vermerkt. Die Exons (kodierend und nicht kodierend) sind als Vierecke mit entsprechender Farbe und
Nummerierung dargestellt. Die (alternativen) Startcodons sind angegeben (ATG). Die Dreiecke stehen
fur die transkriptionellen Startpositionen und zeigen die Ableserichtung. Der rote Stern gibt die Stelle
an, an der die Minigen-spezifische Markierung in Form einer stillen Mutation eingefligt wurde. Im Bereich
des MUTYH-Promotors sind Konservierung und CpG-Dinukleotid-Dichte dargestellt. Der gelb markierte
Bereich wurde mit Hilfe einer vorangegangenen PCR sequenziert, um den Methylierungszustand zu
erfassen (siehe Kapitel 3.2 und Tabelle 3.1).

Um sicherzustellen, dass alle im MUTYH-Promotor-Minigen enthaltenen alternativen ersten
Exons aktiv sind, wurden die aus transfizierten HEK293-Zellen gewonnenen Transkripte Uber
eine PCR amplifiziert und auf einem Agarosegel detektiert. Die isolierte mMRNA wurde dabei
nach einem DNA-Verdau mit random Hexameren (rH) in cDNA umgeschrieben und eine PCR
mit spezifischen Primern durchgefihrt, die Exon-Exon-Grenzen abdecken. Zudem waren die
forward Primer individuell spezifisch fur jedes der AFEs und der reverse Primer enthielt die
Minigen-spezifische Markierung. Die Agarosegelanalyse bestatigte, dass alle drei alternativen
ersten Exons exprimiert und gesplei3t wurden (Abbildung 3.2). In der untransfizierten Kontrolle
hingegen ergab sich keine Bande. Dies bedeutet, dass die Minigentranskripte spezifisch
amplifiziert und kein endogenes MUTYH detektiert wurde. Der Einsatz von untranskribierter
Minigenplasmid-DNA in der PCR fuhrte zu einem nicht gespleil3ten, hochmolekularen Produkt,
was fur die Amplifizierung der gesamten genetischen Region, inklusive Intron, spricht. Somit
konnten insgesamt minigenspezifische, transkribierte und gespleildte Produkte nachgewiesen
werden.

Neben der PCR sollte die gewonnene cDNA auch in einem gPCR-Assay zum Einsatz
kommen, um die Effizienz der Minigen-Transkription sowie die Transkriptzusammensetzung
zu analysieren. Dazu wurden alle MUTYH-Transkripte sowohl vom Minigen als auch die

endogene Expression quantifiziert.
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Abbildung 3.2: Das MUTYH-Promotor-Minigen unterstitzt sowohl Transkription als auch
SpleilRen aller drei alternativen ersten Exons. Aus HEK293-Zellen, die entweder untransfiziert (-)
oder Minigen-transfiziert (+) waren, wurde mRNA gewonnen. Diese wurde nach einem DNA-Verdau mit
rH-Primern umgeschrieben und zusammen mit dem Minigen-Plasmid mit Hilfe von Transkript-
spezifischen Primern in einer PCR amplifiziert. (M) 100 bp Marker.

Die fur die Detektion gewéhlten TagMan-Sonden waren erneut splei3spezifisch, da sie Exon-
Ubergreifend (1a/B/y - Exon 2) konstruiert wurden [95], was zugleich die Detektion von gDNA
verhinderte. Der Vergleich der Expression von untransfizierten zu Minigen-transfizierten Zellen
zeigte eine signifikant starkere Transkription des Minigens im Vergleich zum endogenen
MUTYH-Gen um den Faktor 35 (Abbildung 3.3 A). Dies spiegelt die deutlich hodhere
Verfugbarkeit von Minigenmatrizen pro Zelle gegeniiber den zwei chromosomalen Kopien der
endogenen Matrizen wieder. Auf Ebene der Transkriptzusammensetzung ist zu sehen, dass
das B-Transkript einen erhéhten Anteil (p < 0,05) an der Gesamtmenge einnimmt (Abbildung
3.3 B).
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Abbildung 3.3: Erhdhte Expression des MUTYH-Promotor-Minigens im Vergleich zum
endogenen MUTYH-Gen. Die MUTYH Transkription (Gesamtmenge, A) und deren anteilige
Zusammensetzung (B) wurden per gPCR bestimmt. Die dafiir verwendete cDNA wurde mit rH-Primern
umgeschrieben, nachdem die RNA 48 h nach Transfektion des Minigens bzw. einem untransfizierten
Kontrollansatz aus HEK293-Zellen isoliert und DNase-verdaut wurde. (*) p < 0,05, (**) p <0,01, (***)
p < 0,001 gemé&R Wilcoxon-matched-pairs-Test.
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Um sicherzugehen, dass es sich bei den gesplei3ten PCR-Produkten aus Abbildung 3.2
tatsachlich um transkribierte Produkte des Minigens handelt, wurden diese nachfolgend
zusatzlich sequenziert. Hierbei kam ein reverser Sequenzierprimer zum Einsatz, der drei der
vier veranderten Basen der in das Minigen eingefugten Markierung enthielt (Abbildung 3.4).
Das erste auf den Sequenzierprimer folgende Nukleotid ware bei endogenen Transkripten ein
Thymin, wohingegen die Minigentranskripte ein Adenin enthalten wirden. PCR und
Sequenzierung demonstrierten, dass ausschlieBlich das transkriptionelle Produkt des
Minigens detektiert wurde (Pfeil in Abbildung 3.4). AuBerdem ist ersichtlich, dass die
SpleilBvorgange funktioniert haben, da Exon 2 und 3 korrekt miteinander verbunden sind.
Somit wurde mit Hilfe der Sequenzierung die Minigen- und spleil3spezifische Quantifizierung
der MUTYH-Transkripte verifiziert.

Exon 2 Spleilstelle
aggccaagccttctgcctgtgat MUTYH genetische Sequenz
Q--A--K--P--5--A--C--D-- MUTYH Proteinsequenz
aggccaagcctagcgcttgtgat Minigen-Sequenz
gcgcttgtgatggcctg Reverser Sequenzierprimer (in sense)
Exona | SEF "@ecocTreTeAT e Evona ' ° Sequenz des PCR-Produkts nach
_ \ - — 1 - Minigen Transfektion
i - RNA-Extraktion
- DNA-Verdau

CNOADAL Y AN Y LY LYY - Reverser Transkription

Abbildung 3.4: Verifikation der Funktionalitdt des MUTYH-Promotor-Minigens mittels
Sequenzierung. Die genomische MUTYH-Sequenz wurde im Minigen durch vier stille Mutationen in
Form von Basenaustauschen (rote Buchstaben) am Ende von Exon 2 ersetzt. Dies hat keine
Auswirkung auf die Aminosduresequenz des Proteins. Die in Abbildung 3.2 mit Minigen cDNA
generierten PCR-Produkte wurden zuséatzlich sequenziert. Hierbei kam der abgebildete reverse
Sequenzierprimer zum Einsatz, der die in das Minigen eingebrachte Markierung enthélt, wobei die letzte
veranderte Base fehlte. Das sequenzierte PCR-Produkt wurde korrekt gespleil3t und enthélt das
veranderte Adenin (Pfeil) des Minigens und nicht das in der gDNA enthaltene Thymin.

Insgesamt demonstrieren diese Experimente, dass das kinstlich generierte MUTYH-
Promotor-Minigenmodell funktioniert. Das Minigen wurde ausreichend transkribiert und
zusatzlich effizient gesplei3t. Die MUTYH-Transkriptanteile entsprachen dabei ungefahr dem
endogenen MUTYH-Gen. Dies spricht fur die Eignung dieses Modells zur weiteren

Untersuchung der Promotorregulation.
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3.2 Uberprifung epigenetischer DNA-Methylierungen und deren Rolle
bei der MUTYH-Transkription

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der epigenetische Methylierungsstatus des MUTYH-Gens
untersucht. Die Regulation von Genen Uber Transkriptionsfaktoren ist nicht die einzige Option,
denn epigenetische Einflisse kénnen genauso zur Genregulation beitragen. In normalen
Zellen gewahrleisten DNA-Methylierungen die korrekte Regulation der Genexpression oder
fuhren zur dauerhaften Genstilllegung. Die Addition von Methylgruppen geschieht dabei immer
im Kontext mit CpG-Dinukleotiden. Diese kommen in bestimmten Bereichen des Genoms, z.
B. Promotorbereichen, in hoher Dichte vor und werden als CpG-Inseln bezeichnet. In
zahlreichen Studien wurde bereits belegt, dass Tumorsuppressorgene in verschiedenen
Krebsentitdten durch DNA-Methylierungen stillgelegt sind (zusammengefasst von Kulis und
Esteller 2010, [134]). Aus Abbildung 3.1 geht hervor, dass im MUTYH-Gen ein Cluster von
konzentrierten CpG-Dinukleotiden im Exon 1-Bereich vorliegt. Ob in diesem Zusammenhang
ein Einfluss von DNA-Methylierungen auf die MUTYH-Expression bzw. die Regulation der
alternativen ersten Exons vorliegt, sollte wie nachstehend beschrieben untersucht werden.
Es wurden insgesamt drei unterschiedliche Versuchsanséatze parallel verfolgt. Zum einen sollte
der Methylierungsstatus von MUTYH im Bereich der CpG-Insel analysiert werden. Zum
anderen sollte das MUTYH-Promotor-Minigen in vitro methyliert werden und die Auswirkungen
nach Transfektion in HEK-Zellen im Vergleich zum unmethylierten Minigen dargestellt werden.
AulRerdem sollte eine Aza-Behandlung zur Demethylierung der DNA in HEK-Zellen stattfinden
und die Wirkung dessen auf die MUTYH-Transkription ermittelt werden.

Fur die Analyse der Effekte der Methylierung des Minigens und dessen Transkription, wurde
das MUTYH-Promotor-Minigen mit Hilfe der Sssl-Methyltransferase in vitro methyliert (ivm).
Ein weiterer Ansatz mit allen Zusatzen auf3er dem Sssl-Enzym wurde ebenso mitgefihrt. Im
Anschluss an die Behandlung und vor der weiteren Verwendung wurde der Erfolg der in vitro
Methylierung anhand einer Sequenzierung nach Bisulfitkonvertierung Uberpriift. Die so
behandelten zwei Ansétze des Minigens wurden dann zusammen mit dem unbehandelten
Minigen in HEK293-Zellen transient transfiziert. 48 h danach wurde RNA aus den Zellen
isoliert und in einer gPCR eingesetzt. Nach Transfektion des unbehandelten Minigens war die
MUTYH-Gesamttranskription wie erwartet stark erhdht, etwa um das 67-fache. Die
Transkription des behandelten, aber nicht in vitro methylierten Ansatzes war um %3 verringert,
wahrenddessen das ivm-Minigen kaum mehr transkribiert wurde (Abbildung 3.5). Die
Methylierung von Cytosinen im CpG-Dinukleotidkontext fihrte folglich zu einer Repression der
Transkription von MUTYH.
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Abbildung 3.5: Konsequenz der in vitro DNA-Methylierung des MUTYH-Promotor-Minigens auf
die MUTYH-Transkription. Das Minigen wurde mit Hilfe der Sssl-Methyltransferase in einem Ansatz in
vitro methyliert (Minigen +Sssl/ivm). AuRerdem wurde ein weiterer Ansatz mit dem Minigen und den
gleichen Puffern etc., jedoch ohne das Sssl-Enzym inkubiert (Minigen —Sssl). Das unbehandelte
Minigen, Minigen -Sssl und das methylierte Minigen +Sssl/ivm wurden im Vergleich zu einem
untransfizierten Kontrollansatz (Kontr.) in HEK293-Zellen eingebracht. Nach 48 h fand die Zellernte
statt. Die isolierte RNA wurde mit random Hexamer-Primern in cDNA konvertiert und kam fur das
TagMan-gPCR-Assay zum Einsatz. Alle qPCR-Werte wurden auf GAPDH normalisiert. Signifikanz der
Gesamttranskriptmenge (*) p < 0,05, (**) p<0,01, (**) p <0,001 gemal Einstichproben-t-Test fir
gepaarte Werte im Vergleich zum unbehandelten Minigen.

Als nachstes fand eine Behandlung von Zellen mit dem Reagenz 5-Aza-2’-desoxycytidin (Aza)
statt. Aza dient der Demethylierung der DNA, da es ein Methyltransferase-Inhibitor ist. Fur
diesen Versuch wurden die Zellen wie unter 2.2.4 beschrieben mit 0 uM, 10 uM oder 15 yM
Aza behandelt. Die geernteten Zellen wurden sowohl fir eine RNA- als auch eine Protein-
extraktion benutzt, um die Auswirkungen der Aza-Behandlung auf Transkriptions- sowie
Expressionsebene zu analysieren. Neben HEK- und HelLa-Zellen kamen ebenso
verschiedene Kolonkrebszelllinien zum Einsatz. Als Kontrolle fir den Erfolg der Aza-
Behandlung diente die Uberprifung der Reexpression von MLH1 in HEK293T-Zellen. In dieser
Zelllinie ist das MLH1-Gen durch Promotor-Hypermethylierung stillgelegt [110] und sollte nach
Demethylierung durch Aza eine Reaktivierung aufweisen. Anhand der Expressions- und
Transkriptionsergebnisse (Abbildung 3.6 und 3.7 B, D) wurde eine erfolgreiche Aza-
Behandlung bestatigt, da MLH1 reexprimiert wurde. Auf mRNA-Ebene war MLH1 im Schnitt
8-fach (10 uM Aza) bzw. 13-fach erhoht (15 pM Aza) im Vergleich zum Kontrollansatz mit 0 uM
Aza. In den restlichen Zelllinien war fur MLH1 auf Proteinebene entweder kein Unterschied im
Proteinlevel abhéngig von Aza sichtbar oder es wurde nicht detektiert, wie in den HCT116-
Zelllinien, die MLH1-negativ sind. Die MUTYH-Level der Zelllinien HEK293, HEK293T, Hela,
SW620 und LoVo blieben abhéngig der Aza-Behandlung relativ unveréandert. Lediglich die
SW480- und HCT116-Zellen wiesen einen leichten Rickgang der MUTYH-Expression nach
der Behandlung mit Aza auf (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Effekt der Aza-Behandlung verschiedener Zelllinien auf die MUTYH-Expression.
Uber einen Zeitraum von 4 Tagen wurden die entsprechenden Zelllinien taglich mit 0 uM, 10 uM oder
15 uM Aza-Reagenz behandelt. Am letzten Tag fand eine Proteinextraktion statt. Die Extrakte (50 ug)
wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine nach einem Western Blot mit den angegebenen
Antikdrpern detektiert.

Auf MUTYH-Transkriptebene zeigte sich im Vergleich der Gesamttranskriptmenge zur
Kontrolle aller Zelllinien (auRer HEK293 10 uM Aza) kein signifikanter Unterschied unabhangig
davon, ob 10 uM oder 15 pM Aza verwendet wurden (Abbildung 3.7 A, C). Lediglich in
HEK293-Zellen war bei der Behandlung mit 10 uM eine signifikante Erhéhung des
Transkriptlevels erkennbar, dies traf jedoch nicht nach Behandlung mit 15 pM Aza zu. Zudem
war fur die SW480- und HCT116-Zellen kein Riuckgang der Transkriptmenge von MUTYH
nach Aza-Behandlung im Vergleich zum Proteinlevel zu sehen.

Insgesamt lassen die Demethylierungsversuche mit Aza den Schluss zu, dass trotz
erfolgreicher Aza-Behandlung (siehe MLH1) der verschiedenen Zelllinien kein Effekt auf die
MUTYH-Expression oder Transkription besteht, was auf eine regulare Unmethylierung des
MUTYH-Gens im CpG-Dinukleotidkontext hindeutet oder darauf, dass eine eventuell
vorhandene Methylierung die Expression nicht beeinflusst.

Als letztes Teilexperiment zur Bestimmung der DNA-Methylierung des MUTYH-Gens wurde
aus den vorherig verwendeten Zelllinien DNA isoliert. Diese wurde mit Bisulfit behandelt und
anschlie3end in einer Sequenzierung eingesetzt, um den Methylierungsstatus zu ermitteln. Als
Kontrolle zu den Zelllinien kamen aus Blut isolierte Lymphozyten von zwei gesunden Personen
zum Einsatz. Im Gegensatz zu stark proliferierenden Tumorzellen sind im Blut zirkulierende
Lymphozyten nicht teilungsaktiv, weswegen sie die nukledren MUTYH-Isoformen 3 und y nur

geringfugig transkribieren (siehe Abbildung 1.7 b, [95]).
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Abbildung 3.7: Wirkung der Aza-Behandlung unterschiedlicher Zelllinien auf die MUTYH- und
MLH1-Transkription. Die angegebenen Zelllinien wurden nach dem Ausséen jeden Tag mit 10 uM (A,
B) oder 15 uM (C, D) Aza-Reagenz behandelt. 96 h nach Aussaat wurden die Zellen fir eine RNA-
Isolation geerntet. Die Konvertierung in cDNA fand mit random Hexamer-Primern statt. Die Werte des
TagMan-gPCR-Assay wurden auf GAPDH normalisiert und als Faktor (f) der Kontrolle (Behandlung mit
0 uM Aza) dargestellt. Neben der MUTYH-Transkription (A, C) sind ebenso die Auswirkungen auf die
MLH1-Transkription (B, D) zur Uberpriifung der Aza-Behandlung in HEK293T-Zellen gezeigt.
Signifikanz der Gesamttranskriptmenge (*) p < 0,05, (**) p <0,01, (***) p < 0,001 gemafls Wilcoxon-
matched-pairs-Test im Vergleich zur Kontrolle (A, C) bzw. gemaR Einstichproben-t-Test flir gepaarte
Werte im Vergleich zur Kontrolle (B, D).

Die Verwendung von Bisulfit fuhrt dazu, dass unmethylierte Cytosine zu Uracil umgewandelt
werden. Nach einer PCR sind somit nur die urspriinglich methylierten Cytosine in der DNA
enthalten. Die methylierungsspezifischen PCR-Primer (siehe 2.1.8) decken insgesamt 62 zu
analysierende CpGs der CpG-Insel im MUTYH AFE 13- und 1y-Bereich ab (siehe Abbildung
3.1; Originalsequenz mit Markierung der analysierten Cytosine: siehe Anhang). Die
darauffolgende Sequenzierung hat gezeigt, dass die in Kultur gehaltenen Zellen zwischen 0%

und 3,4% Methylierung aufwiesen. Der niedrigste Wert war in HEK293T-Zellen vorzufinden im
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Vergleich zum héchsten Wert in HEK293-Zellen. Die Lymphozyten-DNA zeigte keinen grof3en
Unterschied beziglich des Methylierungsanteils, welcher 1% und 1,7% betrug (Tabelle 3.1).
Insgesamt waren die Lymphozyten in der Exon 1-Region von MUTYH um einen Prozentpunkt
weniger stark methyliert als die DNA aus Kolonzelllinien (1,4% vs. 2,4%). Somit bestatigte die
Methylierungsanalyse die aus der Aza-Behandlung erwartete fehlende Methylierung der CpG-
Insel der Exon 1-Region von MUTYH in Zelllinien. Aul3erdem konnte eine Beeinflussung der
AFE-Transkription durch DNA-Methylierungen ausgeschlossen werden, da die Lymphozyten
im analysierten MUTYH AFE 13- und 1y-Bereich nicht starker methyliert waren als die
Kolonzelllinien, obwohl Blut-Lymphozyten nur ein geringes Level von 13- und 1y-Transkripten
aufweisen [95].

Zusammenfassend haben DNA-Methylierungen keinen regulierenden Einfluss auf die
Transkription der AFEs von MUTYH. Zudem liegt in den Kolonkrebszelllinien keine Repression
des MUTYH-Gens durch DNA-Methylierungen vor.

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der DNA-Methylierung von MUTYH in unterschiedlichen
Zelllinien und Kontroll-Lymphozyten. Nach der DNA-Isolation aus angegebenen Zelllinien bzw. aus
dem Blut stammenden Lymphozyten zweier gesunder Personen wurde diese mit Bisulfit behandelt und
in einer methylierungsspezifischen PCR amplifiziert. Die zu analysierende MUTYH-Sequenz enthielt
insgesamt 62 mogliche Methylierungsstellen (siehe Anhang) und wurde via Sequenzierung (je nach
Auflésung der Sequenz) einzeln ausgewertet. Die Kolonkrebszelllinien sind durch (°) markiert.

Zelllinie Analysierte | davon davon Anteil
CpGs methyliert | unmethyliert | methyliert
HEK293 88 3 85 3,4%
HEK293T 72 - 72 0%
Hela 124 2 122 1,6%
SW480° 98 3 95 3,1%
SW620° 98 1 97 1,0%
HCT116-Chr2° 98 3 95 3,1%
HCT116-MLHO-1° | 62 1 61 1,6%
LoVo° 692 17 675 2,5%
Lymphozyten 1 653 11 642 1,7%
Lymphozyten 2 412 4 408 1,0%
Gesamt 1065 15 1050 1,4%
Lymphozyten
Gesamt 1048 25 1023 2,4%
Kolonzelllinien
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3.3 Untersuchung der Auswirkungen von genetischen Promotor-
veranderungen auf die MUTYH-Transkription

Da DNA-Methylierungen keinen regulierenden Einfluss auf die MUTYH-Transkription haben,
sollte nach Fertigstellung des MUTYH-Promotor-Minigens dieses dazu verwendet werden,
funktionelle DNA-Elemente der Promotorregion zu identifizieren und die Auswirkungen von
genetischen Varianten, die in Krebspatienten gefunden wurden, zu studieren. Daflr wurden
im Rahmen dieser Arbeit 20 Veranderungen in der MUTYH-Promotorregion analysiert. Bei 14
dieser Veranderungen handelte es sich um kinstlich erzeugte Varianten, die sich in
konservierten Bereichen des Promotors befanden. Die restlichen sechs Varianten waren
Patientenvarianten (Abbildung 3.8). Die abgebildete Konservierung des genetischen Codes
von MUTYH ist eine in silico Zusammenfassung der Konservierung von MUTYH bei
Wirbeltieren. Mit Hilfe dieser in silico Analysen wurden hochkonservierte Bereiche in der
Promotorregion anhand der Peaks ausgewahlt, die sich in der Nahe der Transkriptionsstarts
der alternativen ersten Exons befanden (graue Balken in Abbildung 3.8) und somit einen
Einfluss auf deren Transkription haben konnten. Mit Hilfe der LOVD-Datenbank wurden die
humanen Varianten (rote Sterne in Abbildung 3.8) in diesem Bereich ausgewahlt.

MUTYH

Exon 1y JEXON 1B jrmfpp>

10 11 11a 11b 12 1314

@1

Konservierung
N W » 0 o N (-] ©

-

- | Exon 1 ‘ | |

Abbildung 3.8: Konservierung des Promotorbereichs und der ersten Exons von MUTYH sowie
Position der untersuchten Varianten. Die genomische MUTYH-Konservierung ist in Form der
schwarzen Peaks dargestellt. Die schwarzen senkrechten Linien markieren 100 bp Abstande. Die graue
Linie stellt die Konservierung auf Einzelbasenlevel dar, wohingegen die schwarze Linie den gleitenden
Durchschnitt von je 10 bp anzeigt. Die nummerierten grauen Balken représentieren die ausgewdahlten
Varianten, wobei humane Varianten zusatzlich durch rote Sterne markiert sind. Die drei AFEs von
MUTYH sowie Exon 1 von TOE1l sind angegeben und der Translationsstart durch eine farbliche
Veranderung sowie durch ATG gekennzeichnet.

TOE1

Die 20 zu analysierenden Varianten wurden mittels Mutagenese-PCR in das MUTYH-
Promotor-Minigen eingefiigt. 48 h nach Transfektion der Minigenvarianten in HEK293-Zellen

wurde die RNA isoliert, mit DNase verdaut und mit rH-Primern in cDNA konvertiert. Die
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erhaltene cDNA wurde schlie3lich in einer TagMan-qPCR amplifiziert, um die Effekte auf
Transkription und SpleiBen der alternativen ersten Exons von MUTYH im Vergleich zum
unveranderten Minigen zu erforschen.

Die in hochkonservierten Bereichen liegenden genetischen Elemente der vorangegangenen
in silico Analysen wurden im Minigen durch Mutagenesen inaktiviert. Hinsichtlich der MUTYH-
Gesamttranskription waren die Varianten 0, 2, 13 und 14 signifikant um etwa %
(Transkriptionsrate zwischen 59% und 70%) in ihrer Transkription im Vergleich zum WT
reprimiert (Abbildung 3.9 A). Eine noch starkere Verringerung der Gesamttranskription zeigte
die Variante 10a, bei welcher die Transkription nur noch etwa die Halfte des Wildtyps einnahm
(53%). Dies war hauptsachlich auf die Reduktion des 1a-Transkripts zuriickzuflhren
(Abbildung 3.9 B), was ebenso bei Variante 0 der Fall war. Die Variante 12 zeichnete sich im
Gegensatz dazu durch eine zweifach erhohte 1a-Transkription bei gleichzeitigem Rickgang
des 1B-Transkripts aus, wahrend die Expression von 1y dem WT entsprach. Fir Variante 13
und 14 ergaben sich keine Veranderungen der 1a- und 1B-Transkription, jedoch konnte keine
ly-Transkription mehr detektiert werden. Hierbei handelte es sich jedoch nur um ein
experimentelles Artefakt, da sich die genetischen Veranderungen dieser Varianten im Minigen
an der Stelle der TagMan-Sonde fur das 1y-Transkript befanden.
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Abbildung 3.9: Auswirkungen der Inaktivierung konservierter DNA-Elemente auf die MUTYH-
AFE-Transkription. Die MUTYH-Promotor-Minigene, die entweder die MUTYH Wildtyp (WT)-Sequenz
bzw. die veranderten konservierten Motive (siehe 2.1.8) enthielten, wurden 48 h vor Isolation der RNA
in HEK293-Zellen transfiziert. Die mit rH-Primern in cDNA umgeschriebenen Transkripte wurden in einer
TagMan-gPCR gquantifiziert und auf GAPDH normalisiert. Dargestellt ist (A) die relative Transkriptmenge
bezogen auf den WT und (B) die Transkriptanteile in Prozent im Vergleich zum WT. (*) p < 0,05, (**)
p < 0,01, (***) p < 0,001 gemal Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zum WT.

Die zu untersuchenden Patientenvarianten im Promotorbereich von MUTYH wurden ebenfalls
durch Mutagenesen im Minigen nachgebildet, um deren Effekte auf die
Transkriptzusammensetzung und mdogliche Veranderungen zum Wildtyp zu detektieren. Bei
drei der Patientenvarianten wurde ein signifikanter Riickgang der Gesamttranskription um %
in Bezug auf den WT ermittelt. Hierbei handelte es sich um die Varianten 3, 9 und 10
(Abbildung 3.10 A). Bei keiner der letzteren Varianten sowie bei den restlichen
Patientenvarianten wurde eine drastische Veradnderung der Transkriptzusammensetzung
festgestellt (Abbildung 3.10 B). Lediglich Variante 10 zeigte eine leichte Verringerung des 1a-
Transkripts um 6 Prozentpunkte im Vergleich zum WT. Da die Transkription bei keiner der
Varianten vollig vermindert war, ist diesbeziglich keine Variante als sicher pathogen
einzustufen. Die Varianten 6, 8 und 11 entsprachen dem WT-Level und konnen auf

Transkriptionsebene als wahrscheinlich nicht pathogen bewertet werden.
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Abbildung 3.10: Effekt von Patientenvarianten auf die MUTYH-AFE-Transkription. Die
verschiedenen MUTYH-Promotor-Minigene beinhalteten entweder die MUTYH WT-Sequenz oder die
entsprechenden Patientenvarianten (siehe 2.1.8). Nach Transfektion der Minigene in HEK293-Zellen
wurden die MUTYH-Transkripte mittels TagMan-gPCR amplifiziert, auf GAPDH normalisiert und (A) die
relativen Transkriptmengen bezogen auf den WT und (B) die Transkriptanteile in Prozent im Vergleich
zum WT abgebildet. (*) p < 0,05, (**) p <0,01, (***) p < 0,001 gemaR Wilcoxon-matched-pairs-Test im
Vergleich zum WT.

Nach der Analyse der Varianten schloss sich der Versuch einer Identifizierung der
regulatorischen Elemente in der MUTYH-Promotor-/Exon 1-Sequenz an. Dadurch konnten
bestimmte regulatorische DNA-Elemente zugeordnet werden (Abbildung 3.11). Die Variante 0
befand sich in dem sogenannten M4-Motiv mit der Konsensussequenz ACTAYRnnnCCCR
[135]. Im MUTYH-Promotor beginnt das M4-Motiv 113 bp upstream des Exons 1a, einer
geeigneten Distanz, um die Transkription des 1a-Exons zu regulieren.

Die Varianten 10 wund 10a waren innerhalb einer hochkonservierten GC-Box
(Konsensussequenz GGGCGGR) lokalisiert [135], welche in einem angemessenen Abstand
von 54 bp zum Exon 1y liegt, um dessen Transkription zu beeinflussen. Die Inaktivierung des
Motivs (Variante 10a) und die Patientenvariante 10 fihrten allerdings zu einer
Gesamtrepression aller drei Isoformtranskripte, wobei die 1a-Transkription in Variante 10a am
starksten zuriickging.

Eine weitere Variante, bei der ein signifikanter Rickgang in einer der Isoformen detektiert
werden konnte, war Variante 12. Hier war keine Expression der 1B-Isoform messbar. Die
Variante 12 inaktivierte in diesem Zusammenhang ein hochkonserviertes DNA-Element, das
sogenannte Transkriptionsfaktor-1I1B-Erkennungselement (BRE) mit der Konsensussequenz
CCACGCC [136]. Das Element befindet sich 49 bp aufwarts des Transkriptionsstarts von Exon
1B und konnte dieses regulieren.

Insgesamt  wurden drei konservierte Sequenzmotive upstream der jeweiligen
Transkriptionsstartseiten der alternativen ersten Exons von MUTYH identifiziert, die fir die

korrekte Transkription der alternativen Isoformen von Notwendigkeit sind.
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#0 #01

-275 agactacatectcccgccatgeetoccatcagocccatgetecgaacgotocaggotttitge

ACTAYRnnnCCCR site
#1 #2 #3 #4

-215 agccggageccgeggtgtacaacggaacttgtagtctectegtggoctagttecaggCGEARAG

exon alpha |->
#5
-155 CGAGCAGTCCTCTGARAGCTTGAGGAGCCTCTAGRACTATGAGCCCGAGGCCTTCCCCTCTC

#6  #7 #8
-95 CCAGAGCGCAGAGGECTITGARGGCTACCT CTGEGEARGCEGIETCACICGTCEEARGCTGCEE
splice

-35 GAGCTGARRACTGCGCCATCGTCACTGTCGGCGEGCCATGACACCGCTCGTCTCCCGCCTGA

start
#5/9%a
26 GTCGTCTGTGEgtacgctggacttgeggtccgtoctectggegeggttecaggecagtegggyg
splice
#10/10a #11 #lla
86 atgggggggggtctcgccgtcgggtggccgatgggtcgaacttccgttcagacgtCCCGG
GC box/enhancer exon gamma |->
#11b

146 GTCCGGCGCGGGEGARGGCAGCCTGGEECEEEETAATTECCTATTECECTGTGCTGCCGGE
#12
206 TCGCAGCCCGGGTGGACCCGAGEEACGCECCCTGEACTGCGCCGEARAGCCGEECECGCT
BRE
#13 #14
266  AGAGCTCGCGEGAGEEAat|CTTTCTCTCCTECTCTCGCCECEEEAACECEEEECCTCCET
exon betal|-> splice

326 GTTCTGCTGTCTTCATCAGCGTGGGLCGCEEgtagglgggtagtggggtggetgggtttyy
splice

Abbildung 3.11: MUTYH-Promotorsequenz. Sequenz des MUTYH-Promotors und der alternativen
ersten Exons 1a, 1B, 1y (nach NCBI Reference Sequence: NG_008189.1). Die Zahlen stehen fir die
Basenpaaranzahl beginnend mit 0 beim Translationsstart (ATG) von Exon 1a. Hochkonservierte Basen
sind blau hinterlegt. Splei3stellen sind eingerahmt. Die Positionen der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Varianten sind vermerkt (#) und die veranderten Basen fett gedruckt und unterstrichen.
Dartber hinaus sind die funktionell relevanten DNA-Elemente dargestellt, die mit dieser Arbeit
identifiziert werden konnten. Die Exons sind durch Grof3buchstaben gekennzeichnet, wahrenddessen
Kleinbuchstaben Introns widerspiegeln.

3.4 Ermittlung der Effekte des Transkriptionsfaktors Spl auf die
MUTYH-Transkription

Um die Funktion der GC-Box und deren Einfluss auf die MUTYH-Expression genauer zu
untersuchen, kam das specificity protein 1 (Spl) zum Einsatz. Spl ist der bekannteste
Transkriptionsfaktor, der an die GC-Box bindet und ubiquitar exprimiert wird [135] (siehe auch
Diskussion). Ob dieser ebenso in Zusammenhang mit der Regulation von MUTYH steht, sollte
folglich geklart werden. Dafir wurden HEK293-Zellen mit einem Kontrollplasmid (pEBGN
[117]), einem dominant-negativen Spl-Fragment () EBGN-Sp1 [117]) und dem funktionellen
Sp1-Protein (Addgene Plasmid #12097) mit oder ohne MUTYH-Promotor-Minigen transfiziert.
Das fir ein dominant-negatives Sp1-Protein kodierende Plasmid enthélt die Aminoséuren 592-
758 des humanen Spl-Proteins und somit die DNA-Bindungsdomane, ihm fehlt jedoch die

Transaktivierungsdoméne, weshalb es keine transkriptionsférdernde Funktion hat.
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Die gPCR-Messung ergab, dass weder die Transfektion der Kontrollplasmide noch der Sp1-
Vektoren eine Auswirkung auf die Transkriptzusammensetzung des endogenen MUTYH hatte
(Abbildung 3.12 A), obwohl das Spl-Fragment und das funktionelle Sp1-Protein in den Zellen
exprimiert wurden (Abbildung 3.12 C). Wurden die Plasmide mit dem MUTYH-Promotor-
Minigen kotransfiziert (Abbildung 3.12 B), zeigte sich beim dominant-negativen Sp1-Fragment
ein leichter Rickgang der 3-/y-Transkripte, da das inaktive Fragment zwar an den Promotor
bindet und es mit endogenem Sp1l konkurriert, jedoch keinen Effekt hervorruft. Im Vergleich
zur Kontrolltransfektion wurde fur das funktionelle Spl jedoch kein signifikanter Unterschied
der Transkriptzusammensetzung detektiert. Zusammengenommen weist die Uberexpression
von Spl nicht auf eine zentrale Rolle von Spl bei der Expressionsregulation des MUTYH-
Gens hin. Insbesondere kann eine Regulation des 1y-Exons Uber die GC-Box ausgeschlossen
werden, denn obwohl diese in angemessenem Abstand vor Exon 1y liegt, hat Spl keine

Auswirkungen auf die 1y-Transkription.
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Abbildung 3.12: Effekt der Sp1-Uberexpression auf die MUTYH-Transkription. Das Kontrollplasmid
(Kontr.), das dominant-negative Spl-Fragment (Spl neg.) und das funktionelle Spl-Protein (Spl)
wurden im Vergleich zu einem untransfizierten Ansatz (—) mit (B) oder ohne (A) Minigen in HEK293-
Zellen transfiziert. 48 h danach wurden RNA und Proteine aus den Zellen isoliert. Die RNA wurde mittels
random Hexamer-Primern in cDNA umgeschrieben. Anschliel3end folgte ein TagMan-gPCR-Assay. Um
die Auswirkungen von Sp1 auf die 13- und 1y-Transkription deutlich zu machen, wurden diese als Faktor
(f) des a-Transkripts dargestellt. (C) Uberpriifung der Sp1-Expression anhand SDS-PAGE und Western
Blot der aus den transfizierten Zellen isolierten Proteine. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 gemaR
Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zur Kontrolltransfektion.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Spil-Uberexpression auf die Minigenvariante 10a
Uberprift, deren GC-Box mutiert vorlag und Sp1 somit nicht in der Lage sein sollte, an das

Motiv zu binden. Dafir wurden erneut neben dem funktionellen Spl-Plasmid, das Spl-
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Fragment und der Kontrollvektor mit der Minigenvariante 10a kotransfiziert. Die Effekte des
Spl-Transkriptionsfaktors  auf die  MUTYH-Minigen-Transkription  demonstrierten
vergleichbare Reaktionen zwischen dem WT-Minigen (Abbildung 3.12 B) und der
Minigenvariante 10a (Abbildung 3.13). Bei beiden zeigte sich ein Ruckgang der B-/y-
Transkription in Bezug auf das dominant-negative Sp1, wahrenddessen unter Kotransfektion
des Transkriptionsfaktors Spl ein Anstieg der Transkripte zu verzeichnen war. Dies
verdeutlicht, dass Spl zwar die Transkription des Gens moderat modulieren kann, aber dass
diese Effekte nicht spezifisch Uber die GC-Box vermittelt wurden. Somit ist Spl nicht der
Transkriptionsfaktor, der Gber die GC-Box die MUTYH-Transkription spezifisch kontrolliert und

reguliert.
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Abbildung 3.13: Einfluss des Transkriptionsfaktors Spl auf die Minigenvariante 10a. HEK293-
Zellen wurden mit der MUTYH-Promotor-Minigenvariante 10a (inaktivierte GC-Box) sowie zusatzlich
dem Kontrollvektor (Kontr.), dem dominant-negativen Spl-Fragment (Spl neg.) und dem funktionellen
Spl (Spl) im Vergleich zu einem untransfizierten Ansatz (-) kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion
fand die RNA-Isolation und Umschreibung in cDNA mittels random Hexamer-Primern statt, worauf ein
TagMan-Assay fur MUTYH folgte. Die B- und y-Transkripte wurden zum besseren Vergleich auf das a-
Transkript bezogen dargestellt (f (alpha) = Faktor von alpha). (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001
gemal Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zur Kontrolltransfektion.

Da unter Uberexpression von Spl kein Einfluss auf die MUTYH-AFE-Expression
nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, ob der Transkriptionsfaktor Spl
Auswirkungen auf die Expression des in entgegengesetzter Richtung von MUTYH
transkribierten Gens TOE1 haben konnte. Die GC-Box liegt hier am Ende von Exon 1
upstream des Translationsstarts von TOEL (vergleiche Abbildung 3.8). Dazu wurden die
gleichen Spl-Vektoren wie zuvor verwendet und zusammen mit dem MUTYH-Promotor-
Minigen bzw. dem mit TOE1 erweiterten Minigen in HEK293-Zellen kotransfiziert. Der Sp1l-
Transkriptionsfaktor wies keine Beeinflussung der TOE1L-Transkription auf, da nach
Uberexpression von Sp1 kein signifikanter Anstieg von TOE1 im Vergleich zum Kontrollvektor
zu sehen war (Abbildung 3.14). Das erweiterte Minigen-TOE1 enthalt neben der

Promotorregion und Exon 1 zusatzlich den gesamten Exon 2-Bereich von TOE1. Hier war
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zwar ein signifikanter Zuwachs der TOEZ1-Transkriptexpression zum Kontrollvektor zu
verzeichnen, jedoch ist dieser aufgrund des Vergleichs zum Minigen nicht biologisch relevant.
Ubereinstimmend damit zeigte die alleinige Transfektion der Spl-Plasmide und des
Kontrollplasmids in HEK293-Zellen keine Effekte auf die endogene TOE1-Transkription (eine
exemplarische Experimentreihe; nicht gezeigt).

*k

Relative Transkriptmenge
[Faktor GAPDH]

Kontr. SP1neg. SP1 - Kontr. SP1neg. SP1

Minigen Minigen-TOE1

Abbildung 3.14: Auswirkung von Spl auf die TOEILl-Transkription. HEK293-Zellen wurden
einerseits mit dem MUTYH-Promotor-Minigen sowie andererseits mit dem TOE1 erweiterten MUTYH-
Promotor-Minigen (Minigen-TOEL) transfiziert und gleichzeitig mit den entsprechenden Sp1-Plasmiden
kotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet und RNA isoliert, die mit random
Hexamer-Primern in cDNA umgeschrieben wurden. Die cDNA wurde mit Hilfe der TagMan-qPCR fur
TOE1l amplifiziert und auf GAPDH normalisiert. (*) p <0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001 gemaR
Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zur Kontrolltransfektion.

3.5 Analyse des Einflusses des Transkriptionsfaktors p53 auf die
MUTYH-Transkription

Eines der bekanntesten und meist studierten Transkriptionsfaktoren ist das
Tumorsuppressorprotein p53, welches auch als Antwort auf DNA-Schaden induziert wird
[137]. Vor kurzem wurde Uber Ergebnisse berichtet, denen zufolge auch das DNA-
Reparaturenzym MUTYH von p53 in Zusammenhang mit dem PARP-abhéngigen Zelltod
transkriptionell reguliert wird [115]. Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob p53 auch einen
Einfluss auf die Expression bzw. Regulation der alternativen ersten Exons a, 8 und y hat.

Zur Uberpriifung dieser Frage wurden zwei p53-Konstrukte genutzt: zum einen der p53-
Wildtypvektor (pCMV-p53) und zum anderen ein dominant-negatives p53-Kontrollplasmid
(PCMV-p53mt135), welches aufgrund eines Basenaustauschs eine Konformationsdnderung
aufweist und nicht mehr in der Lage ist, mit p53-Bindestellen zu interagieren [115]. Jedes der

beiden Plasmide wurde im Vergleich zu einem untransfizierten Ansatz in HEK293-Zellen
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transfiziert oder zusammen mit dem Minigen-TOEL1 kotransfiziert. Beide p53-Plasmide wurden

erfolgreich in den (ko)transfizierten Zellen tberexprimiert (Abbildung 3.15 E).
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Abbildung 3.15: Konsequenz der p53-Uberexpression auf die (A, B) MUTYH-, (C) TOE1- und (D)
p2l-Transkription sowie (E) MUTYH-Expression. HEK293-Zellen wurden ohne (endogene Kontrolle)
oder mit dem TOEL1 erweiterten MUTYH-Promotor-Minigen (Minigen-TOEL1) transfiziert und simultan mit
dem funktionellen p53-Plasmid (p53) oder dem dominant-negativen p53-Vektor (p53 neg.)
kotransfiziert. Zudem gab es jeweils einen Ansatz ohne Transfektion der p53-Plasmide (). 48 h danach
wurden die Zellen geerntet und CcDNA (mit random Hexamer-Primern) bzw. native
Gesamtproteinextrakte aus den gleichen Zellansatzen generiert. Die Amplifikation fand mittels TagMan-
gPCR fur MUTYH (A, B), TOE1 (C) und p21 (D) statt. Da die Transkription des Minigens viel starker ist
als die endogene, wurden die Ergebnisse in zwei getrennten Graphen dargestellt. Alle gPCR-Werte
wurden auf GAPDH normalisiert. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 gemaf Einstichproben-t-Test fiir gepaarte
Werte im Vergleich zur Kontrolltransfektion mit dem dominant-negativen p53-Plasmid. (E) Western Blot
der nativen Gesamtproteinextrakte nach Immunfarbung mit entsprechenden Antikérpern (jeweils 50 ug
Proteinextrakt).

77



Ergebnisse

Das Gen p21 (cyclin dependent kinase inhibitor 1A, auch CDKN1A), welches unter direkter
transkriptioneller  Kontrolle von p53 steht [138], zeigte in Abhangigkeit des
Transkriptionsfaktors p53 einen signifikanten Anstieg der Transkriptmenge, wéhrend das
dominant-negative p53-Protein im Vergleich zum untransfizierten Ansatz zu einem Rickgang
der Transkriptmenge flihrte (Abbildung 3.15 D). Dieser biologische Effekt bestatigte die
erfolgreiche und funktionelle Expression von p53 in den kultivierten Zellen. Nichtsdestotrotz
konnte ein solcher Effekt nicht fir die MUTYH-Transkription gezeigt werden. Die endogenen
MUTYH-Level veranderten sich nach Transfektion nicht und auch die Transkriptvarianten a, 8
und y blieben anteilig gleich (Abbildung 3.15 A). Die Kotransfektion von p53 mit dem Minigen-
TOE1 fuhrte im Vergleich zum inaktiven p53 zu einer signifikanten Abnahme der
Transkriptmenge. Eine Anderung der Anteile der Transkriptvarianten wurde nicht beobachtet
(Abbildung 3.15 B). Auf Proteinebene, wo aufgrund des Antikdrpers nur endogenes MUTYH
detektiert wurde, konnte ebenso keine erhéhte MUTYH-Expression nach Transfektion von p53
festgestellt werden (Abbildung 3.15 E). Aufgrund der Verwendung des Minigens-TOE1 wurde
auch die Reaktion der TOE1-Level auf p53 Uberpriift. Im Zusammenhang mit dem endogenen
TOE1-Level zeigten sich keine signifikanten Unterschiede nach p53-Expression. Lediglich
nach Kotransfektion von p53 mit dem Minigen war eine leichte Abnahme der TOE1-
Transkriptmenge im Vergleich zum inaktiven p53 zu sehen (Abbildung 3.15 C).
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit weder ein positiver Einfluss von p53
auf die MUTYH-Transkriptmenge noch auf die TOE1-Transkription nachgewiesen wurde.
Darum besteht keine direkte transkriptionelle Regulation von MUTYH durch den
Transkriptionsfaktor p53.

3.6 Auswirkung oxidativer Zellschaden auf die MUTYH-Expression und

-Transkription

Die Expression von DNA-Reparaturenzymen wird haufig als Antwort auf DNA-Schaden
induziert. Aus diesem Grund sollte der Einfluss von oxidativem Stress in Zellen auf die
Expression der  DNA-Reparaturproteine  MUTYH und OGG1l sowie das
Tumorsuppressorprotein p53 getestet werden. Um die Antwort auf einen oxidativen Schaden
hervorzurufen, wurden HEK293-Zellen mit Wasserstoffperoxid (H.0;) behandelt.

Fur den Versuch wurden HEK293-Zellen verwendet und zuerst mit oder ohne pcDNA3-
MUTYHB3-Plasmid transient transfiziert. Dieser Vektor exprimiert die gesamte MUTYH B3-
Isoform und kann somit im Western Blot mit entsprechendem Antikdrper, im Gegensatz zum
MUTYH-Promotor-Minigen, detektiert werden. 24 h danach wurden die Ansatze mit 5 mM
H>O: fuir 40 min behandelt und die lebenden Zellen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (5 h

bzw. 18 h) nach der Behandlung geerntet, um native Gesamtproteinextrakte zu gewinnen. Bei
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der Ernte war ein deutlicher Zellverlust in den mit H>O-behandelten Anséatzen im Vergleich zu
den unbehandelten Ansatzen zu sehen. Das Verhaltnis von adhérenten/lebenden Zellen zu
kugelig-schwimmenden/toten Zellen betrug in den behandelten Ansatzen nach 5 h etwa 1:1
und nach 18 h ca. 2:1. Die Behandlung mit Wasserstoffperoxid hatte somit einen deutlichen
Einfluss auf die Zellviabilitdt und flhrte bei der Halfte bzw. bei 3 der Zellen zum Zelltod.

Anhand des mit Antikdrpern gefarbten Blots ist zu erkennen, dass sich die MUTYH-
Expressionslevel nach Transfektion mit dem pcDNA3-MUTYHB3-Plasmid abhéngig von der
Wasserstoffperoxid-Behandlung nicht unterschieden (Abbildung 3.16 A). Dies war auch auf
endogenem Level fur MUTYH der Fall (nicht sichtbar). OGG1, die dem MUTYH funktionell
vorgeschaltete Glykosylase, welche direkt den oxidativen Schaden von 8-oxo-Guanin entfernt,
zeigte ebenso gleiche Expressionslevel vor und nach H»O;-Behandlung (Abbildung 3.16 B).
Der Transkriptionsfaktor p53 wies ebenfalls keine eindeutige Verstarkung der Expression nach
Behandlung mit Wasserstoffperoxid auf. Der Zeitpunkt der Zellernte (5 h oder 18 h nach
Behandlung) machte insgesamt keinen Unterschied in Bezug auf das Ergebnis der

Expressionsdaten.

A - - + + - - 4 + MUTYHP3
+ - o+ - + - + - H0; B - - + + - - + 4+ MUTYHB3
. | MUTYH -t -t -t - HO

o Gl e v .

e L — — — — B_Aktin W - ————— ——— B_Aktin
Zellernte 5 h Zellernte 18 h Zellernte 5 h Zellernte 18 h
nach H202 nach H20:2 nach H20:2 nach H20:2

Abbildung 3.16: Effekt der H,O2-Behandlung von HEK293-Zellen auf die (A) MUTYH-, p53- und
(B) OGG1-Expression. HEK293-Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit oder ohne dem pcDNA3-
MUTYHB3-Vektor fur 40 min mit 5 mM H202 behandelt, 5 h bzw. 18 h danach geerntet und native
Gesamtproteinextrakte gewonnen. 50 ug jedes Proteinextrakts wurden fir eine SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot und Immunfarbung eingesetzt. Die endogenen MUTYH-Level waren bei
langerer Belichtungszeit auch detektierbar, aber da die Banden der Transfektion mit dem pcDNA3-
MUTYHRB3-Plasmid dann stark Uberbelichtet waren, wurde diese Darstellung gewahlt. Neben der
Ladekontrolle 3-Aktin wurden (A) p53 und MUTYH, sowie (B) OGG1 mit Hilfe der jeweiligen Antikérper
detektiert.

HEK293-Zellen wurden ebenso mit dem MUTYH-Promotor-Minigen transient transfiziert und,
wie zuvor bei der Gewinnung von nativen Gesamtproteinextrakten beschrieben, mit
Wasserstoffperoxid behandelt und 5 h bzw. 18 h danach fir die Isolation von RNA geerntet.
Die endogenen MUTYH-Level zeigten keine signifikanten Verdnderungen beziglich der
Transkriptmenge abhangig von der H,O.-Behandlung (Abbildung 3.17 A). Dies galt ebenso fur
die MUTYH-Transkriptionslevel des Minigens 18 h nach Zellernte. Nur bei dem
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Transfektionsansatz des Minigens 5 h nach Zellernte war bei den H,O,-behandelten Zellen ein
signifikanter Anstieg der Transkriptmenge um das 1,3-fache sichtbar. Die p21-Transkription
lie3 im Gegensatz zum Western Blot, der keine Erhéhung der p53-Proteinmenge zeigte, einen
deutlichen Effekt der Wasserstoffperoxid-Behandlung vor allem bei den Proben nach 5 h Ernte
erkennen, da ein Anstieg um das 3,8- bzw. 2,4-fache verzeichnet wurde (Abbildung 3.17 B).
Dieser Effekt verringerte sich in den Ansétzen, welche 18 h nach H,O,-Behandlung geerntet
wurden auf das 1,3- bzw. 1,5-fache. Der Anstieg des p21-Levels spricht fur eine induzierte
Schadensantwort in den HEK293-Zellen aufgrund des oxidativen Stresses.

Da auf endogenem und somit biologisch relevantem Level kein Anstieg der MUTYH-
Transkriptmenge in HEK293-Zellen zu verzeichnen war, konnte insgesamt weder auf Protein-

noch auf Transkriptebene eine Induktion von MUTYH durch oxidativen Stress nachgewiesen

werden.
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Abbildung 3.17: Auswirkung der H,O»>-Behandlung von HEK293-Zellen auf die (A) MUTYH- und
(B) p21-Transkription. HEK293-Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit oder ohne MUTYH-
Promotor-Minigen fir 40 min mit 5 mM H202 behandelt und 5 h bzw. 18 h spater fir die Isolation von
RNA geerntet. Die RNA wurde fir die TagMan-gPCR mit random Primern umgeschrieben, um die Werte
auf GAPDH normalisieren zu kénnen. Signifikanz (*) p <0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001 der
Gesamttranskriptmenge von MUTYH gemaR Einstichproben-t-Test fiir gepaarte Werte bzw. fur p21
gemaf Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zu den unbehandelten H2O2-Proben.
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Die H.O.-Behandlung wurde zusatzlich in HeLa-Zellen analysiert, da in HEK293-Zellen kein
Effekt auf den induzierten oxidativen Zellstress anhand der Expressionsdaten von MUTYH,
OGG1 und dem eigentlich durch DNA-Schaden induzierten Transkriptionsfaktor p53
festgestellt wurde. Van Loon und Hubscher zeigten 2009 nach 40-minttiger 5 mM H;O,-
Behandlung von Hela-Zellen und deren Ernte nach 5 h einen erheblichen Anstieg der
MUTYH-Expression in Gesamtproteinextrakten [17]. Die HelLa-Zellen in diesem Experiment
wurden darum genauso mit H»O; behandelt und nach der Zellernte wurden native
Gesamtproteinextrakte hergestellt. Diese wurden in einer SDS-PAGE mit anschlieBendem
Western Blot und Immunfarbung eingesetzt. Zusatzlich wurde RNA isoliert, um die MUTYH-
Transkription und den biologischen Einfluss von p53 auf die p21-Transkription zu tberprifen.
Die Behandlung von HelLa-Zellen mit Wasserstoffperoxid flhrte im Gegensatz zu HEK293-
Zellen zu einer Stabilisierung der p53-Expression. Sowohl MUTYH- als auch OGG1-Level
blieben trotz H,O,-Behandlung jedoch gleich (Abbildung 3.18 A). Auf Transkriptionsebene
zeigte sich fir MUTYH sogar ein Riickgang der Transkripte (Abbildung 3.18 C). Einhergehend
mit der Stabilisation des p53-Proteins war flr das direkt transkriptionell abhangige p21-Gen
ein Anstieg des Transkriptionslevels um das 1,7-fache zu erkennen (Abbildung 3.18 B). Dies
spricht fir die Induktion von DNA-Schaden aufgrund des oxidativen Stresses und
einhergehender Schadensantwort seitens p53.
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Abbildung 3.18: Einfluss der H,O»-Behandlung von HelLa-Zellen auf die (A) MUTYH-, p53- und
OGG1-Expression sowie (B) p21- und (C) MUTYH-Transkription. HeLa-Zellen wurden fir 40 min mit
5 mM H202 behandelt und 5 h spéter fir die Isolation nativer Gesamtproteinextrakte und RNA geerntet.
Von jedem Proteinextrakt kamen 50 pg in einer SDS-PAGE mit nachfolgendem Western Blot und
Immunféarbung zum Einsatz. Die RNA wurde fir die TagMan-gqPCR mit random Primern umgeschrieben,
um die Werte auf GAPDH normalisieren zu kodnnen. Signifikanz der Gesamttranskriptmenge (*)
p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001 gemaR Einstichproben-t-Test fir gepaarte Werte im Vergleich zu
den unbehandelten H202-Proben.

GemalR van Loon und Huibscher war nach der Behandlung von HelLa-Zellen mit
Wasserstoffperoxid und folglich ausgeldstem oxidativem Stress eine Verstarkung des

MUTYH-Expressionslevels erwartet worden [17]. Dennoch konnte weder in HEK293- noch in

81



Ergebnisse

HelLa-Zellen eine Zu- oder Abnahme der Expression der DNA-Glykosylasen MUTYH und
OGG1 in Zusammenhang mit H>O. festgestellt werden, obwohl die zellulare DNA-
Schadensantwort aktiviert worden war, wie die Reaktion von p21 zeigte.

3.7 Analyse der Proteinstabilitat von MUTYH-Patientenvarianten

Die MUTYH-assoziierte Polyposis ist eine Krankheit, die durch biallelische, inaktivierende
Keimbahnmutationen im MUTYH-Gen hervorgerufen wird und sich in etwa 78% der Falle
weiter zu kolorektalem Krebs entwickelt [6]. Das Problem bei der Diagnosestellung fir
Patienten liegt darin, dass der Grof3teil der gefundenen Mutationen des missense Typs nicht
klar eingeordnet werden kann. Fir die Einordnung der Pathogenitét von Varianten liegen zu
wenige klinische Daten vor, sodass diese experimentell erhoben werden mussen. Fir die
Erforschung der sogenannten variants of uncertain significance (VUS) werden weltweit bereits
gefundene MUTYH-Mutationen in der LOVD-Datenbank zusammengetragen. Aus dieser
Datenbank und in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. Stefan Aretz von der Abteilung fur
Humangenetik an der Universitat Bonn wurden im Rahmen dieser Arbeit 29 Varianten plus
zwei Kontrollvarianten (Hotspot-Mutationen Y179C und G396D) ausgewahlt, die Uber das
gesamte MUTYH-Protein verteilt vorliegen (Abbildung 3.19) und hinsichtlich ihrer
Proteinexpression untersucht werden sollten. Die Ergebnisse dieser Analysen sollten mit dem
Schweregrad des Aminosaureaustausches unter Einbezug der Konservierung und einem

humanen Strukturmodell korreliert werden, um eine Einschatzung der Pathogenitat zu

ermaoglichen.
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Abbildung 3.19: Verteilung der analysierten Varianten Uber das MUTYH-Protein. Lineare
Darstellung der humanen a5-Isoform des MUTYH-Proteins inklusive wichtiger Domé&nen. Die
katalytische N-terminale Domaéne ist Uber den Linker mit der C-terminalen Doméane verbunden. Die
getesteten Varianten sind als Pfeile dargestellt. Die Hotspot-Mutationen Y179C und G396D sind durch
dickere Pfeile hervorgehoben. Wichtige DNA-Bindemotive sind das helix-hairpin-helix-Motiv (HhH) und
das Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S). 8-0xoG (OG). Abbildung und Doménen adaptiert nach [78], [30],
[63] und NCBI Reference Sequence: NP_001121897.1.
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Zunachst wurde die Proteinstabilitat der 31 ausgewéhlten Varianten mit Hilfe der Expression
Uberprift. Da es sich bei diesen ausschlie3lich um missense Mutationen handelt, was einen
Austausch einer Aminosaure im Vergleich zum Wildtyp-Protein bedeutet, liegt die
Wabhrscheinlichkeit der Pathogenitat eher auf Protein- als auf Transkriptebene. Dass die
Proteinexpression von missense Varianten mit der Stabilitat korreliert, wurde bereits von
Hinrichsen et al. [139] belegt, denn die Expressionsunterschiede im Western Blot 48 h nach
Transfektion kommen in dem verwendeten experimentellen System durch die
Abbaugeschwindigkeit der Proteinvarianten nach Uberexpression zustande und nicht durch
die Syntheserate.

Nach transienter Transfektion der MUTYH-Varianten (basierend auf dem pcDNA3-Vektor und
der MUTYH B3-cDNA) in HEK293-Zellen wurden Erfolg und Effizienz der Transfektion anhand
eines ebenso transfizierten EGFP-Plasmids mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert. 48 h
nach Inkubation wurden die Zellen fir die Herstellung nativer Gesamtproteinextrakte geerntet.
Die Proteinextrakte wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und die Verflgbarkeit
des MUTYH-Proteins nach Immunfarbung detektiert (Abbildung 3.20 A). Es wurden
mindestens funf voneinander unabhéngige Experimentreihen durchgefiihrt und in Abbildung
3.20 B zusammengefasst dargestellt. Neben den konstruierten Varianten wurde stets der
Wildtyp mitgefiihrt und die Expression abhangig davon dargestellit.

Vier der getesteten Varianten wiesen eine Expression von MUTYH Uber der des Wildtyps (WT)
auf. Die Expressionswerte der Varianten W103R, Y179C und Q338H lagen zwischen 107%
und 109%, wahrenddessen die Variante V22M mit 142% eine deutlich erh6hte Expression
zum Wildtyp offenbarte. Fur acht weitere Varianten (R109W, R185W, D236N, P295L, R309C,
A373V, G396D, A489T) war eine stabile MUTYH-Expression vergleichbar mit dem WT Uber
75% sichtbar. Bei zwei Varianten lag die Expression im Vergleich zum Wildtyp unter 25%.
Hierbei handelte es sich um die Varianten 1223V und L529M, die mit entsprechend 24% bzw.
7% zum WT nur noch sehr instabil exprimiert wurden. Zudem unterschied sich bei letzteren
Varianten der Expressionswert signifikant vom WT (Abbildung 3.20 B). Die Expression der
restlichen Varianten bewegte sich im Bereich zwischen 30% und 75% zum Wildtyp. Ein
signifikanter Unterschied zum Wildtyp war in diesem Bereich nur fur die Variante P157L mit
einem Expressionslevel von 66% erkennbar. Nichtsdestotrotz waren zwei weitere Varianten
deutlich reduziert exprimiert im Vergleich zum WT. Die Expressionswerte fir die Varianten
P405L und V493F betrugen nur 32% bzw. 35%.

Insgesamt wurden drei Varianten identifiziert, deren Expression sich signifikant vom WT
unterschied. Zwolf Varianten wiesen ein dem WT &hnliches Expressionslevel (>75%) auf,
wohingegen zwei Varianten nur sehr gering exprimiert vorlagen (<25%) und somit einen ersten

Hinweis auf eine vorliegende Pathogenitét geben.
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Abbildung 3.20: MUTYH-Expression der untersuchten Patientenvarianten. MUTYH-Varianten
(Benennung bezogen auf die a5-Isoform) wurden in HEK293-Zellen transfiziert und anschlieend 48 h
inkubiert. Nach der Extraktion der Gesamtproteine wurden jeweils 50 pg Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt, woraufhin ein Immunoblotting stattfand. (A) Exemplarischer Western Blot der MUTYH VUS.
(B) Zusammenfassung der MUTYH-Expression der analysierten Varianten abhéangig vom Wildtyp (WT).
Die Negativkontrolle (Neg. Kontr.) war mit einem EGFP-Plasmid transfiziert. Die Quantifizierung wurde
mit der Software MultiGauge v3.2 durchgefihrt. Signifikanz der Expression (*) p < 0,05, (**) p <0,01,
(***) p < 0,001 gemaf Wilcoxon-matched-pairs-Test im Vergleich zum Wildtyp.

Zusatzlich wurde aus den transfizierten Zellen der Varianten, die weniger als 50% MUTYH-
Expression aufwiesen, RNA fir ein TagMan-Assay entnommen, um auszuschliel3en, dass das
Plasmid aus experimentellen Grinden (Transfektions- oder Transkriptionsprobleme) nicht
abgelesen wurde. Dies betraf vor allem die Varianten L529M und 1223V, welche beide auf
Proteinebene eine signifikante Reduktion der Proteinmenge erkennen lieRen. Die gPCR
verdeutlichte jedoch, dass die Varianten 1223V, P405L, V493F und L529M ausreichende

Transkriptlevel besalR3en (Abbildung 3.21) und somit der Aminoséureaustausch urséchlich fur
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die verringerte Proteinstabilitat ist. Insgesamt sind die reduzierten Proteinlevel der analysierten

Varianten nicht auf eine zu geringe MUTYH-RNA-Syntheserate zuriickzufuhren.
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Abbildung 3.21: MUTYH-Transkription ausgewadhlter Patientenvarianten. Die Transfektion der
MUTYH-Varianten fand wie in Abbildung 3.18 beschrieben statt und es wurde neben Proteinen
zusatzlich RNA isoliert. Im Anschluss wurde die RNA mit random Hexamer-Primern umgeschrieben, in
einer TagMan-gPCR mit dem Isoformen-unabhangigen MUTYH-Primer (MYH-ALL-1516) eingesetzt
und die Werte auf GAPDH normalisiert. (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001 gemaR Wilcoxon-
matched-pairs-Test im Vergleich zum Wildtyp (WT).

3.7.1 Homologiemodell von MUTYH und Klassifizierung der untersuchten

Patientenvarianten

Um die im Kapitel zuvor untersuchten unklaren MUTYH-Varianten beziglich ihrer Pathogenitat
weiter zu klassifizieren, wurde ein humanes Homologiemodell der Proteinstruktur von MUTYH
in Kooperation mit Dr. Jan Kosinski vom EMBL Heidelberg erstellt. Dieses Modell beruht auf
bereits bekannten MUTYH bzw. bakteriellen MutY Strukturen (siehe 2.2.43) der RCSB Protein
Data Base. Im PyMOL Viewer wurde die Proteinstruktur als 3D-Modell dargestellt und die C1-
Atome der ausgetauschten Aminoséauren der untersuchten Varianten als rote Kugeln
angezeigt (Abbildung 3.22). Somit lasst sich die genaue Position jeder Variante im Protein
nachvollziehen, was zu einem besseren Verstandnis und Einordnung des Schweregrads eines
Aminoséaureaustauschs genutzt werden sollte. Mit Hilfe der PyMOL Software konnten zudem
die Seitenketten jeder Aminosédure (AS) angezeigt werden und somit der
Aminosaureaustausch ausgewdhlter Varianten genau studiert und deren eventuelle
Auswirkungen auf die Proteinstruktur anhand der veranderten Eigenschaften der AS
interpretiert werden. Da unklare Bereiche der N- und C-Termini (AS 1-81 und 507-549) sowie
des Linkerbereichs (AS 521-353) der im Modell abgebildeten a5-lIsoform fehlen, sind die
Varianten V22M, Q338H, S515F und L529M nicht im Modell enthalten.
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Abbildung 3.22: Struktur des MUTYH-Proteins gebunden an DNA-Doppelhelix mit ausgeklappter
Adenin-Base und gekennzeichneten Varianten. (A) MUTYH mit Ansicht auf das ausgeklappte
Adenin, welches umgeben ist von der Adenin-Erkennungsdomane (blau im Protein). (B) Ansicht aus A
um 90° in Richtung des Betrachters rotiert. Ansicht auf die DNA-Bindungsdoméne (magenta) und OG-
Erkennungsstellen (rosa). N-terminale Domé&ne (griin im Protein), C-terminale Doméne (limonengriin
im Protein), Varianten (rote Kugeln), DNA-Ruckgrat (orange). Gezeigt sind 27 Varianten, da
Aminosauren 1-81, 521-353 und 507-549 fehlen, wodurch die Varianten V22M, Q338H, S515F und
L529M nicht enthalten sind.

Des Weiteren wurden die in silico Daten der Konservierung der Aminosauren anhand des
conservation score in die Interpretation der Varianten bezlglich der Pathogenitat
miteinbezogen (Tabelle 3.2, Spalte 3).
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Als zusatzliche Hilfestellung wurden die Algorithmen sorting intolerant from tolerant (SIFT)
[140, 141] und polymorphism phenotyping v2 (PolyPhen-2) [142] verwendet, die eine
Abschatzung des Schweregrads eines Aminosaureaustauschs ermoglichen sollen. Diese
Plattformen bewerten Mutationen ausgewahlter Aminoséuresubstitutionen und treffen eine
Vorhersage die Pathogenitat/Toleranz betreffend. Die Klassifizierung der Varianten wurde wie

folgt vorgenommen:

Kriterien zur Klassifizierung

1) Wenn Expression einer Variante vergleichbar mit WT (>75%) und hochkonserviert (8-9):
AS-Austausch Uberprifen > wenn schwerwiegend: wahrscheinlich pathogen
- nicht schwerwiegend: wahrscheinlich nicht pathogen
2) Wenn Expression einer Variante vergleichbar mit WT (>75%) und nicht konserviert (1-7):
- wahrscheinlich nicht pathogen
3) Wenn Expression einer Variante reduziert (25-75%) und hochkonserviert (8-9):
AS-Austausch tberprifen - wenn schwerwiegend: wahrscheinlich pathogen
- nicht schwerwiegend: Pathogenitét unklar
4) Wenn Expression einer Variante reduziert (25-75%) und nicht konserviert (1-7):
- Pathogenitat unklar
5) Wenn Expression einer Variante stark beeintrachtigt (<25%):
- wahrscheinlich pathogen (unabh&ngig der Art des AS-Austausch)

Neben den beiden in der kaukasischen Bevdlkerungsgruppe vorkommenden Hotspot-
Mutationen Y179C und G396D [143], die anhand zahlreicher klinischer und experimenteller
Daten als pathogen einzuordnen sind [75, 77], wurden 17 weitere Varianten als
s,wahrscheinlich pathogen® eingestuft (Tabelle 3.2). Vier der 29 VUS wurden als
swahrscheinlich nicht pathogen“ eingeordnet, wahrend bei acht Varianten die ,Pathogenitat
unklar® blieb. Letzteres betraf vor allem Varianten, die eine konservative Substitution

aufwiesen und deren urspriingliche Aminosaure hochkonserviert war.
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Tabelle 3.2: Einordnung der Pathogenitat der MUTYH-Varianten. Fir jede Variante sind die genauen
Expressionslevel (#) abhangig vom WT in Prozent, Konservierung (8), Lokalisation im Protein und der
Einfluss des Aminosaureaustauschs auf die Proteinstruktur angegeben. Zudem wurden die AS-
Austausche mit den Vorhersage-Algorithmen SIFT und PolyPhen-2 (PP-2) fir Aminosaureaustausche
Uberprift, bevor die Varianten endguiltig klassifiziert und eingeordnet wurden.

MUTYH | # 8 | Lokalisation | Einfluss auf SIFT | PP-2 Klassifizierung
variante | [%] Proteinstruktur
V22M 142 | 6° | RPA- V und M beide 0 0,185 | wahrscheinlich
Bindung ungeladen und unpolar nicht pathogen
W103R | 109 | 8 | Helix W ungeladen, aroma- 0 1,00 wahrscheinlich
tisch; R basisch und pathogen
positiv; strukturstérend
R109W 87 |9 | Loop; nahe R basisch und positiv, W | O 1,00 wahrscheinlich
aus- ungeladen, aromatisch; pathogen
geklapptem strukturstérend
Adenin
W131R 70 | 9 | Helix; neben | W ungeladen, R positiv; | O 1,00 wahrscheinlich
DNA- strukturstérend pathogen
Bindung
P157L 65 | 9 | Loop P enthalt 0 1,00 wahrscheinlich
strukturgebende Ring- pathogen
struktur; strukturstérend
Y179C 107 | 9 | Loop; Strukturelle 0 1,00 pathogen
Pseudo-HhH | Verénderungen eingestuft
R182H 73 | 9 | Helix; DNA- R und H positiv geladen; | O 1,00 wahrscheinlich
Bindung H heterozyklisch pathogen
R185W 76 | 8° | Helix; nahe R basisch und positiv, W | 0,09 | 0,96 wahrscheinlich
DNA- ungeladen, aromatisch; pathogen
Bindung strukturstoérend
V215M 63 | 8 | Loop; HhH- V und M beide 0 1,00 Pathogenitat
Motiv ungeladen und unpolar unklar
1223V 9° | Helix I und V gleiche 0,05 | 0,976 | wahrscheinlich
Eigenschaften; V kommt pathogen
evolutionar vor
D236N 90 | 9 | Loop; nahe D sauer und negativ, N 0,01 | 1,00 wahrscheinlich
aus- ungeladen pathogen
geklapptem
Adenin
R241Q 75 | 9 | Seitenkette R basisch, positiv 0 1,00 wahrscheinlich
nahe DNA, geladen, Q ungeladen pathogen
Helix
R245H 63 | 9 | Seitenkette R und H basisch, positiv | O 1,00 wahrscheinlich
Richtung geladen; H aromatisch pathogen
DNA und
zwischen 2
Loops; Helix
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MUTYH | # § | Lokalisation | Einfluss auf SIFT | PP-2 Klassifizierung
Variante | [%] Proteinstruktur
G250D 56 | 5° | Loop D kommt evolutionar vor | 0,17 | 0,149 | Pathogenitat
unklar
A266G 61 | 8° | MSH6- G kommt evolutionar 0,03 | 0,937 | Pathogenitat
Bindung; vor; A und G gleiche unklar
Helix Eigenschaften
R274W 51 | 6 | Loop; Seiten- | R basisch und positiv, W | O 0,999 | Pathogenitat
kette ragt an | ungeladen, aromatisch; unklar
Helix heran strukturstérend
M283V 63 |9 | Adenin- Seitenkette ragt zum 0 0,999 | Pathogenitat
Erkennung; ausgeklappten Adenin; unklar
Helix M und V gleiche
Eigenschaften
P295L 82 |9 | Fe-S-Motiv; P strukturgebend, 0 1,00 wahrscheinlich
Loop enthélt Ringstruktur; pathogen
strukturstérend
R309C 98 | 3 | Helix - 0,08 | 0,012 | wahrscheinlich
nicht pathogen
Q338H 107 |1 | - - 0,18 | 0,343 wahrscheinlich
nicht pathogen
P359L 55 | 9 | Loop; nahe P strukturgebend, 0 1,00 wahrscheinlich
DNA-Helix enthalt Ringstruktur; pathogen
strukturstérend
R364C 71 | 8 | Loop; R basisch und positiv, C | O 0,999 | wahrscheinlich
Seitenkette ungeladen; Austausch pathogen
Richtung arretiert wahrscheinlich
OG- SH-Motiv von OG-
Erkennung Erkennung
A373V 89 | 7 | Faltblatt (C- A und V gleiche 0,22 | 0,822 | wahrscheinlich
terminus) Eigenschaften nicht pathogen
G396D 86 |9 | Loop; OG- D negativ geladen > 0 1,00 pathogen
Erkennung AbstoRung der DNA eingestuft
P405L 32 |9 | Loop P strukturgebend, 0 1,00 wahrscheinlich
enthélt Ringstruktur; pathogen
strukturstérend
R426C 54 | 4 | Helix - 0,06 | 0,00 Pathogenitat
unklar
R474P 63 | 6° | Faltblatt - 0,02 | 0,997 | Pathogenitat
unklar
A489T 90 | 8 | Helix; nahe A unpolar, T polar 0,02 | 0,973 | wahrscheinlich
DNA und OG pathogen
Erkennung
V493F 35 | 8 | Helix F aromatisch; 0 0,458 | wahrscheinlich
strukturstoérend pathogen
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MUTYH | # § | Lokalisation | Einfluss auf SIFT | PP-2 Klassifizierung

Variante (%] Proteinstruktur

S515F 58 |1 |- - 0,02 | 0,003 | Pathogenitat
unklar

L529M 5° | PCNA M kommt evolutionar vor | 0,07 | 0,915 wahrscheinlich
pathogen

# Expressionslevel in Prozent: (weil3) vergleichbar WT, >75%; (grau) reduziert, 75-25%; (schwarz) stark

beeintrachtigt, <25%.

§ Konservierung: (1) nicht konserviert bis (9) hochkonserviert.
(°) ausgetauschte Aminosaure kommt evolutiondr an dieser Stelle vor (natural residue variety).
SIFT Farbencode: (gruin) ,tolerated”, (rot) ,damaging”.

PolyPhen-2 Farbencode: (griin) ,benign®, (orange) ,possibly damaging®, (rot) ,probably damaging®.
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4 DISKUSSION

4.1 Transkriptionsregulation von MUTYH

Das humane MUTYH-Gen zeichnet sich durch starkes alternatives SpleiRen vor allem in
Exon 1 und 3 aus, wodurch je nach Gewebe verschiedene Spleil3varianten entstehen, die zu
unterschiedlichen Proteinisoformen fuhren [102-104]. Die Regulation der Transkription war
bislang nicht systematisch untersucht worden. Darum wurde der Einfluss epigenetischer DNA-
Methylierungen auf die Expression untersucht. Des Weiteren wurde mit Hilfe eines in dieser
Arbeit erfolgreich etablierten MUTYH-Promotor-Minigenmodells nach genetischen Motiven im
Promotorbereich von MUTYH gesucht, welche einen Einfluss auf die Transkription der drei
alternativen ersten Exons 1a, 18 und 1y haben.

41.1 Die CpG-Insel von MUTYH im ersten Exon ist nicht methyliert

Dain dieser Arbeit die Regulation der alternativen ersten Exons von MUTYH untersucht wurde,
wurde in diesem Kontext der Einfluss der epigenetischen Genregulation analysiert. Bei der
eukaryotischen Genexpression besteht neben der Regulation in cis und trans durch
unterschiedliche DNA-Motive oder Transkriptionsfaktoren ebenso die Mdoglichkeit
epigenetischer  Einflisse  auflerhalb der DNA-Sequenz. Zu diesen gehoren
Chromatinmadifikationen, genomische Pragung (imprinting), nicht-kodierende RNAs und
DNA-Methylierungen [144].

Bei DNA-Methylierungen handelt es sich i. d. R. um Methylierungen an der 5'-Position des
Pyrimidinrings von Cytosinen im CpG-Dinukleotidkontext. Sie werden von DNA-
Methyltransferasen vermittelt, indem sie von S-Adenosyl-Methionin (SAM) eine Methylgruppe
(-CHs5) auf die entsprechende Position im Cytosinring tbertragen [145]. In etwa der Halfte aller
Vertebraten-Gene sind CpG-reiche Abschnitte von ~1 kb Lange zu finden, die als CpG-Inseln
bezeichnet werden [146]. Sie befinden sich hauptsachlich in der Promotorregion von Genen,
ragen aber auch in den Transkriptteil hinein [144]. Zudem kommen CpG-Inseln in Introns vor.
Methylierungen an dieser Stelle tragen zur Regulation des alternativen Splei3ens bei [146].
DNA-Methylierungen verandern die Zugéanglichkeit der DNA fiir bspw. Transkriptionsfaktoren
und flhren so in Promotorbereichen zur Stilllegung von Genen [145]. Aus diesem Grund sind
CpG-Inseln in Promotorbereichen hauptséachlich unmethyliert, wahrenddessen CpGs
aul3erhalb von Promotorregionen unter normalen physiologischen Bedingungen zu 80%
methyliert vorliegen [144].

Krebstumore sind durch aberrante DNA-Methylierungen gekennzeichnet. Hier fallen
besonders zwei Unterschiede zu normalen Zellen auf: globale Reduktion der DNA-

Methylierungslevel (Hypomethylierung) und lokale Hypermethylierung von CpG-Inseln [145,
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147]. DNA-Hypermethylierungen in Promotorbereichen kdénnen so zur transkriptionellen
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder DNA-Reparaturgenen fihren, wohingegen
DNA-Hypomethylierungen zu einer erhdhten Expression von Proto-Onkogenen beitragen
kénnen. Diese Events fuhren schlie3lich zur Karzinogenese [148-150].
Promotormethylierungen koénnen die Expression von BER-Genen beeintrachtigen. Dieser
Zusammenhang wurde erst kirzlich in Gehirnen von Alzheimer-Patienten Uberprft, wo ein
Rickgang der BER-Genexpression beobachtet wurde. In den Lymphozyten von Alzheimer-
Patienten waren u.a. MUTYH und OGGL1 signifikant runterreguliert im Gegensatz zu
gesunden Kontrollprobanden. Allerdings zeigte sich kein Unterschied im Methylierungsstatus
der analysierten BER-Gene. Fur MUTYH wurde ein 173 bp langer Ausschnitt etwa 2000 bp
upstream der Transkriptionsstartseite des 1a-Exons untersucht. Der Methylierungsanteil der
gesunden Kontrollprobanden in den Lymphozyten betrug in diesem Abschnitt ~33% [151].

Im MUTYH-Gen befindet sich in der Promotorregion im direkten 5‘-Bereich der
Transkriptionsstartseite eine CpG-Insel, die bis in den Exon 1-Bereich hineinragt und ~900 bp
lang ist (siehe Abbildung 3.1). Daher ist eine Regulation tiber DNA-Methylierungen fur MUTYH
moglich.

In dieser Arbeit wurde der Methylierungsstatus der CpG-Insel des Exon 1-Bereichs von
MUTYH betrachtet (siehe Abbildung 3.1). Es handelte sich um einen Ausschnitt von 693 bp
mit 62 moglichen Methylierungsstellen (siehe Anhang). Als Kontrolle zu den Kulturzellen
dienten teilungsinaktive Lymphozyten des Bluts, die von gesunden Personen gewonnen
wurden. Fir die Lymphozyten ergab sich hier ein Methylierungsanteil von 1,4%. Das ist
deutlich niedriger im Vergleich zu der zuvor genannten Publikation [151]. Allerdings wurde in
dieser ein deutlich kleinerer DNA-Ausschnitt sehr weit entfernt vom MUTYH Exon 1 analysiert.
Ahnlich war der Anteil methylierter CpGs in den Kolonzelllinien, welcher sich auf 2,4% belief.
Auch die Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa und die immortalisierte HEK293-Zelllinie zeigten
niedrige Methylierungslevel von 1,6% bis 3,4%. Der MUTYH-Promotor ist in allen Fallen kaum
methyliert, sodass die Transkription von MUTYH auf diesem Weg nicht geregelt wird bzw. das
MUTYH-Reparaturenzym in Kolonzelllinien epigenetisch nicht ausgeschaltet vorliegt. Die Aza-
Behandlung der Zellen bestatigte diese Aussage, da weder die Expression noch die
Transkription signifikant verandert war. Dies ist in Ubereinstimmung mit den zeitgleich in dieser
Arbeit gefundenen Ergebnissen, dass DNA-Elemente im Promotorbereich gefunden wurden,
die fir eine Regulation der ersten Exons uber trans Faktoren sprechen.

Die in vitro Methylierung des MUTYH-Promotor-Minigens und dessen folgliche Repression
zeigte die Beeinflussbarkeit der MUTYH-Genexpression durch Hypermethylierung der
Promotorregion. Uber eine funktionelle Bedeutung dieser Beobachtung in vivo ist allerdings

nichts bekannt.
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4.1.2 Das MUTYH-Promotor-Minigen als Modell fir die Analyse von

genetischen Veranderungen

Die ersten Minigenmodelle sind seit 1977 bekannt [152] und gelten als typisches Werkzeug,
um vor allem SpleiRvorgéange zu evaluieren [153-156]. Eine Gruppe um Mario Tosi nutzte
bspw. Minigenmodelle, um die Konsequenzen von unklassifizierten Varianten im Kontext mit
Lynch-Syndrom auf das SpleiRen zu bestimmen. So wurden zu testende Varianten im
Vergleich zum WT mit Exon- und umgebenden Intronsequenzen in ein SpleilR-Reporter-
Minigen inseriert. Nach transienter Transfektion in HelLa-Zellen wurden die Effekte der
Mutanten auf das SpleiRverhalten durch RT-PCR und anschlieBender Sequenzierung
analysiert. Somit konnten pathogene SpleiRvarianten identifiziert werden [153, 154]. Des
Weiteren wurden Minigene genutzt, um die Regulation alternativer SpleilBvorgange zu
ermitteln. Daflr wurde eine Kotransfektion eines SpleiR3-Minigens mit Exon- und Intron-
sequenzen und bestimmten Spleil3faktoren durchgefiihrt. So kann die Auswirkung trans
agierender RNA-Bindeproteine getestet werden [156]. AuRerdem wurde gezeigt, dass
Minigen-Assays eine sehr hohe Ubereinstimmung mit der direkten Analyse von Patienten-RNA
Uber RT-PCR haben [157], wodurch sich Minigene als hervorragendes Modell fir die Analyse
von Patientenvarianten in vitro erwiesen haben.

In dieser Arbeit diente das Minigenmodell der Identifikation genomischer Bereiche des
Promotorbereichs von MUTYH, die Einfluss auf die Transkription der alternativen ersten Exons
(AFE) haben. Korrekte SpleiRvorgéange in dem hier durchgefuhrten Assay wurden bei der
Analyse vorausgesetzt, da mit den verwendeten gPCR-Primern nur gespleildte Transkripte
amplifiziert wurden. Neben hochkonservierten DNA-Regionen wurden ebenso sechs unklare
Patientenvarianten in die Analyse mit einbezogen. Drei der Patientenvarianten (Varianten 3, 9
und 10; siehe Abbildung 3.10 A) waren in der Gesamtmenge der Transkripte um % im
Vergleich zum Wildtyp verringert. Diese Varianten befinden sich zwar auf3erhalb der
proteinkodierenden Bereiche von MUTYH, dennoch sind Auswirkungen auf Proteinebene
dadurch nicht genau abzuschéatzen. Denn auch Veranderungen auf mRNA-Ebene kénnen
dazu fihren, dass sich die MRNA anders als gewohnlich faltet und somit in einem geringeren
oder starkeren Mald translatiert wird [158]. Eine endgliltige Aussage Uber das pathogene
Risiko dieser Varianten ist somit nur unter Einbezug des klinischen Phanotyps méglich. Die
Variante 3 kam als heterozygote Mutation in einem Probanden aus einer HNPCC-Familie vor
[118]. Die Variante 9 ist in der japanischen Bevdlkerung als SNP sowohl in CRC- als auch
Kontrollprobanden berichtet, wobei jedoch ein erhthtes CRC-Risiko fur Trager dieser Variante
besteht [121]. AuRBerdem wurde die Variante in Schweden bei einem Patienten mit
vererbbarem CRC gefunden [122]. Somit scheint das geringere Transkriptionslevel der
Variante 9 mit einem pathogenen Phéanotyp einherzugehen. Fir eine eindeutige

Risikoabschatzung dieser Varianten ist die klinische Datenmenge jedoch nicht ausreichend.
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Fur die Variante 10 liegen in der LOVD-Datenbank keine klinischen Daten vor. Des Weiteren
wurden die Varianten 6, 8 und 11 als wahrscheinlich nicht pathogen eingestuft, da deren
Transkription dem WT-Level entsprach. Wéhrend fir die Varianten 6 und 11 keine klinischen
Daten in der LOVD-Datenbank hinterlegt sind, wurde die Variante 8 hingegen in einem
Patienten mit kolorektalen Polypen ohne APC-Mutationen entdeckt [119]. Nur durch weitere
klinische Daten lieRBe sich feststellen, ob die Variante 8 entgegen der erhobenen
Transkriptionsergebnisse tatsachlich ursachlich fur die Krankheit ist.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Minigenmodell funktioniert. Es wurde sowohl
transkribiert als auch gespleif3t und wies eine dhnliche Transkriptzusammensetzung wie das
endogene MUTYH auf, obwohl es nur einen kurzen Genausschnitt enthalt. Dadurch ist es fur
die Analyse von Patientenvarianten im untranslatierten Promotor- sowie Intronbereich
geeignet.

Neben der Generierung eines Minigenmodells und dem Einfligen von bestimmten Mutationen
zur Erforschung dieser ware eine weitere Mdglichkeit zur Untersuchung von endogenen
Genveranderungen das CRISPR/Cas9-System gewesen (CRISPR - clustered regularly
interspaced short palindromic repeats; Cas9 - CRISPR-associated-protein 9). Dieses System
kann das humane Genom nicht nur prazise an bestimmten Stellen schneiden, sondern auch
gezielt Veranderungen einfigen [159-162]. Da das CRISPR/Cas9-System noch relativ jung
ist, ist eine Etablierung dieses Systems recht aufwendig. Des Weiteren ist die endogene off-
target Schnittrate seitens Cas9 haufig unklar [162]. Der Einsatz von Minigenmodellen ist
hingegen seit langer Zeit gebréauchlich. Zudem lassen sie sich mit einfachen Mitteln im Labor

gut umsetzen, weswegen diese Analysemethode gewéhlt wurde.

4.1.3 Ein M4-Motiv, ein BRE-Element und eine GC-Box beeinflussen die
MUTYH-Transkription

Bisher ist bekannt, dass die drei alternativen ersten Exons (AFE) MUTYH 1a, 18 und 1y
zelltypspezifisch abgelesen werden. Die Proteinisoformen, die auf der Transkription des 1a-
Exons beruhen, sind in den Mitochondrien und somit vor allem in Muskelgewebe oder
Lymphozyten zu finden. Die Proteine, die von den Transkripten der 13- und 1y-Exons
ausgehen, befinden sich hingegen im Nukleus stark proliferierender Gewebe und zeigen somit
hohe Level in Hoden oder in Kultur gehaltenen Krebszelllinien [95, 102-104]. In dieser Arbeit
konnten zum ersten Mal genetische Sequenzmotive mit der Regulation der Transkription des
1a- und 1B-Exons in Zusammenhang gebracht werden.

Insgesamt wurden drei hochkonservierte Sequenzmotive im Promotor-/AFE-Bereich von
MUTYH ausfindig gemacht, die durch Inaktivierung zu einer drastischen Reduktion in einer

der Transkriptvarianten gefuhrt haben.
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Die MUTYH-Promotor-Minigen Variante O schaltete das sogenannte M4-Motiv mit der
Konsensussequenz ACTAYRnnnCCCR aus, welches im MUTYH-Gen der Sequenz
ACTACATCTCCCG entspricht. Dieses Motiv liegt im Schnitt 89 bp upstream des zu
regulierenden Gens und wurde 2005 innerhalb einer systematischen Suche nach
regulatorischen Elementen in humanen Promotoren von Xie et al. entdeckt [135]. Die
Variante O flhrte zu einer signifikanten Reduktion des 1a-Transkripts um etwas mehr als die
Halfte im Vergleich zum WT. Da das M4-Motiv im MUTYH-Promotor 113 bp upstream des
Exons 1a beginnt, liegt es in geeigneter Distanz, die Transkription des 1a-Exons zu regulieren.
Der Rickgang der 1a-Transkriptvariante spricht somit fir die Regulation des 1a-AFEs durch
das M4-Motiv. M4 ist ein Motiv mit einer sehr hohen Konservierungsrate im Vergleich zu langst
bekannten regulatorischen DNA-Elementen, die nicht so stark konserviert sind. So taucht das
M4-Motiv 520 mal in humanen Promotoren auf, von denen es in 317 Féllen (61%) konserviert
ist [135]. Gemal Xie et al. handelt es sich bei M4 um das vierthaufigste regulatorische Motiv
in humanen Promotoren, welches zusatzlich in bidirektionalen Promotoren Uberreprasentiert
ist [163]. Wahrend zum Zeitpunkt der Entdeckung des M4-Motivs noch kein
Transkriptionsfaktor fir dieses Motiv bekannt war, so haben bisherige genomweite Studien
gezeigt, dass M4 u. a. eine Transkriptionsfaktorbindestelle fir den nicht-lymphoiden Faktor
THAP11 (THAP domain containing 11) [164, 165] und den fir die Lipidhomdostase in
Vertebraten zustandigen Faktor SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein 1) enthalt
[166]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Gene, welche ein M4-Motiv beinhalten, erhthte
Expressionslevel in hdmatopoetischen Zellen, insbesondere B- und T-Zellen des peripheren
Bluts, aufweisen [135]. Dies impliziert eine putative Rolle des M4-Motivs im lymphoiden
System oder bei hdmatopoetischen Malignitaten. 2016 wurde schlie3lich aufgeklart, dass
mehrere Transkriptionsfaktoren an zwei unterschiedliche Stellen des M4-Motivs binden. Somit
handelt es sich bei M4 um ein funktionelles, regulatorisches, zweiteiliges cis Element, welches
einen THAP11/HCF-1-Komplex involviert, der an das ACTAYR-Modul bindet, wahrenddessen
an die darauffolgende CCCRRNRNRC-Sequenz die Faktoren lkaros und NFkB1 binden [167].
Diese Entdeckungen sprechen ebenso flr die Regulation des MUTYH 1a-Exons liber das M4-
Motiv, da die 1a-Transkriptionslevel u. a. in Lymphozyten stark reprasentiert sind, wie bereits
von Plotz et al. gezeigt [95].

Anhand der MUTYH-Promotor-Minigen Variante 12 konnte das Transkriptionsfaktor-1IB-
Erkennungselement mit der Konsensussequenz CCACGCC bzw. GGGCGCC ausfindig
gemacht werden, wobei in der MUTYH-Sequenz die erste Form vorkommt. Das Motiv wurde
1998 entdeckt und stellt zusétzlich zur TATA-Box, dem Initiatorelement und dem downstream
promoter element (DPE) eines der vier Kernpromotorelemente der RNA-Polymerase II-
abhangigen Transkription dar [168]. Die Inaktivierung dieses hochkonservierten DNA-

Elements fihrte zu einem kompletten Ausfall der 1B-Transkriptvariante. Im MUTYH-Gen
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befindet es sich 49 bp aufwarts des Transkriptionsstarts von Exon 1B und scheint dieses somit
zu regulieren. Im Schnitt liegt das BRE-Element 32-37 bp aufwérts der Initiatorsequenz, die
den Transkriptionsstartpunkt beinhaltet. Dies unterstitzt die Annahme der Regulation des 13-
Exons uUber BRE. Im Gegensatz zur typischen Konstellation der vier Kernpromotorelemente
(zusammengefasst von Smale und Kadonaga [169]), wo auf das BRE-Element in 3'-Richtung
unmittelbar die TATA-Box folgt, kommt in der MUTYH-Sequenz nachfolgend keine solche Box
vor. Dies ist nicht auRergewohnlich, da selten alle Kernpromotorelemente in einem einzigen
Promotor enthalten sind. Vielmehr finden sich unterschiedliche Kombinationen dieser
Elemente, abhangig vom Level der Expression jedes Gens. Das BRE-Element dient, wie die
Benennung besagt, der Bindung des Transkriptionsfaktors IIB. Dieser geht einen Komplex mit
weiteren Faktoren ein, die an die DNA binden und somit kann schlieRlich die RNA-
Polymerase Il andocken und die Transkription starten [136, 169].

Der MUTYH-Promotor besitzt keine TATA-Box oder DPE-Elemente. Dies ist typisch fir
Promotoren, die wie MUTYH CpG-inseln enthalten (siehe Abbildung 3.1) [136]. Daflr
enthalten sie GC-Box-Motive. Eine GC-Box besteht aus der Konsensussequenz GGGCGGR.
Dieses Motiv kommt haufig zusammen mit einer CAAT-Box (Konsensussequenz
RGCCAATNR) in 5-Richtung des Kernpromotors vor, die nicht in der MUTYH-Sequenz
enthalten ist. Im Durchschnitt liegt das GC-Box-Element 63 bp aufwarts der
Transkriptionsstartseite und steht an sechster Stelle der hdufigsten regulatorischen Motive in
humanen Promotoren [135]. Im MUTYH-Gen ist diese Box 54 bp in 5‘-Richtung von Exon 1y
entfernt und kdnnte somit dessen Transkription kontrollieren. Die MUTYH-Promotor-Minigen
Variante 10a, bei der das GC-Box-Motiv inaktiviert vorlag, zeigte jedoch keinen Wegfall der
1y-Transkription, sondern eine starke Verringerung der Gesamttranskription von nur noch 53%
im Vergleich zum Wildtyp. Das Motiv ist also fur die Erhaltung des Transkriptionslevels von
hoher Bedeutung, aber eine direkte Regulation einer der Isoformen liegt nicht vor. Aus diesem
Grund wird eine enhancer Funktion fir dieses Motiv im Zusammenhang mit MUTYH postuliert,
welches nach Bindung bestimmter Transkriptionsfaktoren durch die Ausbildung von Schlaufen
in der DNA in die raumliche Nahe von anderen regulatorischen Promotorelementen gebracht
werden kann und somit die Transkription aller Isoformen verstarken kénnte. Hiervon scheint
vor allem das a-Transkript zu profitieren, da dessen Transkriptionslevel bei Variante 10a am
meisten verringert war. Die Patientenvariante 10 wies aul3erdem die gleiche Tendenz wie
Variante 10a in Bezug auf die Gesamttranskription auf. Die Reduktion der Transkription fiel
aber nicht ganz so stark aus, da das Motiv nur partiell ausgeschaltet wurde. Da das specificity
protein 1 (Spl) die hochste Ubereinstimmung von Transkriptionsfaktoren mit dem GC-Box-
Motiv aufweist [135], wurde der Einfluss dieses Faktors auf die Transkription von MUTYH im

Folgenden untersucht.
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41.4 Der Transkriptionsfaktor Spl beeinflusst die MUTYH-Transkription nicht
uber die GC-Box

Das Spl-Protein ist ein promotorspezifischer Transkriptionsfaktor, der 1983 als erster
sequenzspezifischer Aktivator der RNA-Polymerase Il-Transkription aus humanen Zellen
isoliert wurde [170, 171]. Es ist bekannt, dass Spl ubiquitar exprimiert wird und an mehrere
verschiedene Sequenzen bindet, die der GC-Box Konsensussequenz ahneln. Mit Hilfe einer
aus drei Zinkfingern bestehenden DNA-Bindedoméne bindet Spl an GC-Boxen mit der
Konsensussequenz 5'-G/T-GGGCGG-G/A-G/A-C/T-3' oder 5-G/T-G/A-GGCG-G/T-G/A-G/A-
C/T-3' [172-179]. Zudem bindet Spl an CT- und GT-Boxen, tut dies jedoch mit signifikant
geringerer Affinitat [180]. Die transkriptionelle Aktivitat von Spl wird sowohl Uber
posttranslationale Modifikationen als auch Interaktionen mit anderen Proteinen reguliert,
worunter sich viele Tumorsuppressor- bzw. Onkogene befinden [176].

Das in der MUTYH-Sequenz vorkommende GC-Box-Motiv hat die Basenabfolge 5°-
GGGGCGGGGT-3! (siehe Abbildung 3.8). Laut TRANSFAC Datenbank weist Sp1l die groRte
Ubereinstimmung aller Transkriptionsfaktoren mit diesem Motiv auf [135], weshalb die
Auswirkungen von Spl auf die MUTYH-Transkription getestet wurden. In dieser Arbeit konnte
jedoch kein biologischer Effekt der Sp1-Uberexpression auf die Transkription von MUTYH
festgestellt werden. Die endogenen Transkriptionslevel blieben nach erfolgreicher Expression
des Spl-Proteins, wie im Western Blot ersichtlich, unverandert. Wurde Spl gemeinsam mit
dem MUTYH-Promotor-Minigen transfiziert, zeigte sich zwar ein Einfluss von Spl auf die
Transkription des Minigens in der Form, dass die Gesamttranskriptmenge zunahm, aber dies
war ebenso bei der Variante 10a der Fall, wo das GC-Motiv ausgeschaltet vorlag. Die Minigen-
Effekte kdbnnen darum nicht spezifisch tber die GC-Box vermittelt worden sein. Somit muss
ein anderer GC-Box bindender Faktor die MUTYH-Transkription im upstream Bereich des 1y-
Exons kontrollieren. Dies ist mit der Tatsache Ubereinstimmend, dass sich das MUTYH-Gen
nicht unter den bisher zusammengefassten Zielgenen von Spl befindet [176]. AuRerdem
wurde bereits gezeigt, dass die Bindungsspezifitat des Transkriptionsfaktors Sp1 nicht nur von
der perfekten Kompatibilitat mit der Konsensussequenz, sondern auch von den flankierenden
Sequenzen abhangt [117].

Des Weiteren ist Spl nicht der einzige Faktor, der an das GC-Box-Motiv binden kann. Denn
aus der Gruppe der Sp-Familie von Transkriptionsfaktoren, zu der Spl gehdrt, binden alle
bevorzugt an GC-Boxen [181, 182]. Der Faktor Sp3 zeichnet sich durch eine fast identische
DNA-Bindungsspezifitat und Affinitdt im Vergleich zu Spl aus. Beide kénnen somit um die
gleichen GC-Boxen konkurrieren [176]. Ob Sp3 oder ein anderer zur Sp-Familie gehdrender
Transkriptionsfaktor die Transkription von MUTYH beeinflusst, misste weiter aufgeklart
werden. Zwar wurde fir die Sp- und KLF- (Krippel-like factor) Transkriptionsfaktorfamilie noch

kein Zusammenhang in Bezug auf Basenexzisionsreparatur hergestellt, dennoch spielen sie
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eine  Rolle in der Krebsentwicklung. So werden die Faktoren mit der
Wachstumskontrolle/Zellproliferation, Apoptose und Angiogenese in Verbindung gebracht
[181].

Auch das zu MUTYH entgegengesetzte TOE1l-Gen zeigte keine Beeinflussung der
Transkription nach Sp1-Expression. Dies ist jedoch nicht tiberraschend, da sich das GC-Box-
Motiv in der TOE1l-Sequenz nicht, wie Ublicherweise ~63bp aufwarts der
Transkriptionsstartseite befindet, sondern am Ende des Exon 1-Bereichs kurz vor dem
Translationsstart vorkommt (siehe Abbildung 3.8). Des Weiteren wurde von Makalowska
gezeigt, dass die Uberschneidung der Gene TOE1 und MUTYH mit keinem spezifischen
Muster in Bezug auf die Genexpression assoziiert ist, obwohl Giberlappende Gene koexprimiert
werden kénnen. Denn MUTYH- und TOE1-Transkripte sind nur in 9 von 79 untersuchten
humanen Geweben gemeinsam prasent, wahrend sie in 14 anderen Geweben jeweils fehlten.
MUTYH wurde insgesamt in deutlich mehr Geweben exprimiert als TOEL. So lag MUTYH in
65 von 79 humanen Geweben exprimiert vor, wahrenddessen TOEL in nur 10 Geweben

detektiert werden konnte [45].

415 Keine direkte Regulation von MUTYH durch das Tumorsuppressor-

protein p53

Der Transkriptionsfaktor p53, auch ,Wachter des Genoms*® genannt, ist fur die Erhaltung der
genomischen Stabilitat und Verhinderung der Krebsentstehung essentiell [183]. Liegen DNA-
Schaden vor, induziert p53 entweder Zellzyklusarrest, was den Zellen die Mdglichkeit zur
DNA-Reparatur und Entfernung der eingefihrten L&asionen gibt, oder Apoptose, um
irreversibel geschadigte Zellen zu eliminieren [184-186]. In Tiermodellen fuhren Verlust oder
Mutationen von p53 zu einer Reihe von spontanen und induzierten Tumoren [187-189]. Das
betont die protektive Rolle von p53 in Zusammenhang mit der Onkogenese. In humanen
Krebsentitaten ist der Schutz durch p53 in den meisten Fallen wahrend der Pathogenese nicht
mehr gegeben, da das TP53-Gen mutiert vorliegt oder Veranderungen in den Genen
stattgefunden haben, welche die Expression von p53 regulieren [137, 190-192].

Gemal Oka et al. unterdriickt MUTYH die Tumorentstehung nicht nur durch Verhinderung von
Mutationen durch oxidativen Stress, sondern auch durch Induktion der Apoptose [105]. Die
Gruppe zeigte, dass die Akkumulation von 8-oxo-Guanin (8-oxoG) in der DNA von
Mitochondrien und des Nukleus zwei verschiedene Wege des Zelltods einleitet, welche
unabhangig voneinander sind. Beide Wege werden durch die Anh&aufung von
Einzelstrangbriichen in der DNA aufgrund der Aktivitat der MUTYH-Glykosylase ausgelost. In
mitochondrialer DNA kommt es zur Freilassung von Calcium (Ca?*), wodurch Calpain aktiviert

wird, was im Weiteren zur Apoptose fuhrt. Im Nukleus fuhrt die Akkumulation von 8-0xoG in
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der DNA hingegen dazu, dass der Apoptose-induzierende-Faktor durch PARP in den Zellkern
transloziert wird [193]. Des Weiteren wurde berichtet, dass p53 eine wichtige Rolle im DNA-
Reparatursystem spielt, indem es die Transkription von OGG1 beeinflusst [194]. Somit
befassten sich Oka et al. mit der Frage, ob p53 auch auf MUTYH regulierend wirkt. Sie fanden
in silico mogliche response Elemente fur p53, von denen ein Element laut Chromatin-
Immunprézipitation im Bereich vor Exon 2 p53 bindet. Weiterhin demonstrierten sie, dass in
Zelllinien, welche MLH1- und p53-profizient sind, erhéhte MUTYH (- und a-mRNA-Level
auftraten. In MLH1-defizienten und p53-profizienten Zelllinien war dies nicht der Fall,
weswegen sowohl p53 als auch MLH1 notwendig fur die Induktion des MUTYH-anhangigen
Zelltods unter oxidativem Stress sind [115]. Der Einfluss von p53 auf die Gesamttranskription
von MUTYH und vor allem die alternative Promotornutzung blieb jedoch weiterhin unklar.
Deshalb wurde in dieser Arbeit die Auswirkung von p53 anhand zweier p53-
Expressionsvektoren untersucht: einem p53 Wildtypvektor und einem dominant-negativen
Kontrollplasmid. Zum Einsatz kamen HEK293-Zellen, die MLH1-profizient sind und in denen
p53 erfolgreich Uberexprimiert wurde (vgl. Western Blots und p21-Level, Abb. 3.15). Weder
auf mRNA- noch auf Proteinebene wurde eine Beeinflussung der Transkription fir die
alternativen ersten Exons (AFESs) von endogenem MUTYH nachgewiesen. Fir das MUTYH-
Promotor-Minigen ging die Gesamttranskriptmenge nach Transfektion von p53 sogar zurtick,
aber auch hier blieb die Verteilung der Transkriptvarianten gleich. Somit wird die Transkription
von MUTYH nicht direkt durch den Transkriptionsfaktor p53 kontrolliert und keine der AFEs
von p53 spezifisch reguliert.

Da fir MUTYH kein Zusammenhang zwischen p53 und dessen Transkription gefunden wurde,
wurden zudem die Auswirkungen von p53 auf die TOE1-Transkription analysiert. Bei TOE1
handelt es sich um jenes Gen, welches mit MUTYH in dessen 5-Region Uberlappt (siehe
Abbildung 1.4), jedoch in die entgegengesetzte Richtung abgelesen wird [45]. Das TOE1-Gen
wurde zwar als Ziel des Transkriptionsfaktors early growth response 1 (EGR1) entdeckt [195],
jedoch fanden Oka et al. ein p53 response Element in der putativen Promotorregion von TOEL.
Darum konnte p53 eine zusatzliche Rolle bei der Regulation von TOEL1 spielen. Dies konnte
anhand dieser Arbeit allerdings ausgeschlossen werden, da keine Beeinflussung der TOE1-
Transkription durch p53 festgestellt wurde.

Die Expression des TOE1-Proteins fuhrt zur Akkumulation von Zellen in der G2/M-Phase des
Zellzyklus, sowie zum Anstieg der Expression des Cyclin-abhéangigen Kinaseinhibitors p21
[195] und ist somit fur die Regulation des Zellwachstums von Bedeutung. Dartber hinaus
wurde nachgewiesen, dass TOE1 in der Lage ist das Tumorsuppressorprotein p53 zu binden,
wodurch es die transkriptionelle Aktivitéat von p53-abhangigen Zielgenen fordern kann [196].
TOE1 wird also eine Rolle als Koregulator fir p53 zugeschrieben und nicht von diesem

kontrolliert.
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4.1.6 MUTYH ist nicht direkt durch oxidativen Stress induzierbar

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden als Nebenprodukte der mitochondrialen
Respiration oder bei der Verteidigung gegen Bakterieninfektionen endogen generiert oder man
ist ihnen durch exogene Umwelteinflisse ausgesetzt [197]. Diese ROS fiihren zu DNA-
Lasionen. Eines der am haufigsten auftretenden Lasionen ist 8-oxoG. Der Dauerzustand des
8-0x0G-Levels wird auf ~10° pro Zelle/pro Tag in Normalgewebe und auf ~10° Lasionen pro
Zelle/pro Tag in Krebsgewebe geschatzt [198]. Um diesem oxidativen DNA-Schaden, der zu
Mutationen in der DNA und folglich zur Tumorgenese flhrt, entgegenzuwirken, sind
Saugetierzellen mit drei spezifischen Enzymen ausgestattet. Zu den humanen Proteinen
gehtren MTH1, OGG1l und MUTYH [33]. MTH1 sorgt dafir, dass oxidierte
Nukleosidtriphosphate aus dem Nukleotidpool entfernt werden. OGG1 und MUTYH sind im 8-
oxoG-Reparaturweg, wie in der Einleitung beschrieben, fiir die Unterbindung der Manifestation
von Transversionsmutationen (G:C nach T:A) in der DNA zustandig. Der Verlust dieser
Enzyme flhrt zu einer erhdhten Tumorentwicklung in Lunge und Darmtrakt von Mausen [197],
was die Wichtigkeit dieser Enzyme fir die DNA-Integritat verdeutlicht.

In weiteren Mausstudien wurde aufgedeckt, dass die Haufigkeit von GC:TA Transversionen
signifikant erhoht ist, sobald eines der beiden Enzyme OGG1 oder MUTYH fehlt bzw. beide
Enzyme abwesend sind. In OGG17- Mausen war die Transversionsrate 5-fach, in MUTYH”
Méausen 4-fach hoher im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. In Doppelknockout-Mausen fand
hingegen eine Erhéhung der Transversionsrate im Dinndarm um das 41-fache statt [199]. Der
Ausfall von MUTYH in Mausen fihrt jedoch nicht per se zu einem mutierten Phanotyp, da
dieser durch OGG1 abgedeckt ist. OGG1 soll 8-oxoG-Lasionen in der DNA entdecken und
entfernen, bevor DNA-Polymerasen die Chance haben fehlerhafte Adenine gegenlber der
oxidierten Base einzubauen [26]. Nichtsdestotrotz resultiert ein Doppelknockout in einem
synergistischen Effekt von G:C>T:A Transversionen und einer altersabhangigen Akkumulation
von 8-0xoG in Lunge und Dinndarm [200]. Des Weiteren offenbarte die Inaktivierung der
Enzyme OGG1 und MUTYH in Mausen eine erhdhte Anfalligkeit fir die Bildung von Tumoren
vor allem in Lunge, Ovarien und Lymphgewebe [200]. Wurden MUTYH Knockout-Mause
zusatzlich dem Oxidationsmittel Kaliumbromat (KBrOs) ausgesetzt, stieg das Auftreten von
kleinen Darmpolypen und Tumoren [201].

Fur MUTYH wurde nach der Behandlung von HelLa-Zellen mit 5 mM H>O, fir 40 min und
nachfolgender Zellernte 5 h spéater ein deutlicher Anstieg im Expressionslevel berichtet (vgl.
Abbildung 1 aus [17]). Aus diesem Grund wurde dasselbe H.O»-Behandlungsprotokoll der
genannten Publikation in dieser Arbeit angewandt, um diesen Effekt nachzustellen und
anschlie3end zu untersuchen, welche Auswirkung der Einfluss des oxidativen Stresses auf die
Isoformentranskription hat. Doch neben dem Rickgang der Zellviabilitdt, wie er bereits in

anderen Publikationen gezeigt wurde [115, 202], konnte kein Anstieg des MUTYH-Protein-
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oder Transkriptionslevels nach H,O.-Behandlung weder in HEK293-Zellen noch in HelLa-
Zellen gezeigt werden. Dies ist in Ubereinstimmung mit Hwang et al., dessen Gruppe ebenso
keine deutliche Erh6hung des MUTYH-Levels zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Behandlung von HelLa-Zellen mit 150 uM H.O2 nachweisen konnte (vgl. Abbildung 4 aus
[202]). Ein Unterschied des Experiments dieser Arbeit und Hwangs Publikation gegentber der
urspriinglichen Veroffentlichung [17] ist, dass die HelLa-Zellen nicht synchronisiert vorlagen.
In der Publikation von van Loon und Hiibscher wurden die HeLa-Zellen in der Zellzyklusphase
an der Grenze von G1- zur S-Phase synchronisiert und 5 h nach Behandlung mit H.O; geerntet
[17]. Der Zeitpunkt der Ernte lage somit am Ende der S-Phase, wenn man davon ausgeht,
dass sich in Kultur gehaltene, humane Tumorzellen etwa 6 h in der S-Phase befinden [203].
Dadurch konnten die unterschiedlichen Beobachtungen zu erklaren sein. Eventuell sind die
Effekte ebenso zelltypabhangig. Diesbezilglich ware es interessant, die Expression von
MUTYH abhéngig vom Zellzyklus und in unterschiedlichen Zelllinien zu analysieren. Bisher
wurde keine zellzyklusabhangige Expression von MUTYH nachgewiesen. Da es jedoch
wahrend der Replikation von hoher Bedeutung ist, wéare zu erwarten, dass OGG1 und MUTYH
vor allem in der Synthesephase am stérksten exprimiert werden, wodurch die oxidativen
Effekte in dieser Arbeit evtl. nicht zu sehen waren. Andererseits misste MUTYH nicht direkt
durch oxidative Schaden induziert werden. Schlief3lich ist das Enzym nur indirekt an der
Schadensbegrenzung beteiligt, da es den oxidativen Schaden selbst nicht entfernt, sondern
die mit 8-oxoG fehlgepaarte Base [204]. Ob also ein generelles Basislevel in der
Synthesephase oder eine zusatzliche Induktion tiber oxidativen Stress vorliegt, ware in Zukunft
mit der zellzyklusabhangigen Expression zu tberprufen.

Des Weiteren wurde Uberpruft, ob das OGG1-Level durch die ROS induzierten Schaden
beeinflusst wird. OGG1, welches fiur die direkte Entfernung der oxidativen 8-oxoG-L&sion
zustandig ist [205], wird gemal den Ergebnissen in dieser Arbeit jedoch unabhangig von
oxidativem Stress reguliert. Kim et al. berichteten sogar von einem Rickgang des mRNA- und
Proteinlevels nach 1 mM H.O»2-Behandlung in chinesischen Hamster-Lungenfibroblasten, trotz
gleichzeitigen Anstiegs von 8-oxoG-Lasionen [206]. Aus diesem Grund wird weder fir MUTYH
noch OGGL1 eine direkte Regulation durch oxidativen Stress angenommen, sondern vielmehr
ein vorliegendes Basislevel beider Proteine in der Synthesephase des Zellzyklus postuliert,
das evtl. zelltypspezifisch ist, je nachdem wie hoch die generelle Belastung des jeweiligen

Gewebes mit ROS ist. Diese These bedarf allerdings einer genaueren Uberpriifung.

4.2 Klassifizierung unklarer genetischer Varianten von MUTYH

Die Adenin-spezifische DNA-Glykosylase, die wahrend der Basenexzisionsreparatur tatig ist,

wird von dem Gen MUTYH kodiert und beschiitzt die DNA vor Mutationen, die durch oxidativen
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Stress hervorgerufen werden [30, 44]. Biallelisch vorkommende Mutationen des MUTYH-
Gens, die das Gen in der Keimbahn inaktivieren, werden mit der Pradisposition fir kolorektale
Polypen und Krebs assoziiert [75, 94]. Trager von pathogenen MUTYH-Varianten sind somit
nicht nur einem hohen Risiko fur das Auftreten von kolorektalen Tumoren ausgesetzt [6],
sondern konnen die sogenannte MUTYH-assoziierte Polyposis rezessiv weitervererben,
wodurch Familien mit einem Darmkrebsrisiko belastet sind. Zwar treten Darmpolypen von
Betroffenen friher auf [94, 100] als sporadische Polypen und Darmkrebs der
Gesamtbevélkerung [207, 208], jedoch sind auch Falle bekannt, bei denen Darmtumore ohne
Polyposisphanotyp auftraten [209]. Die Diagnose kann also nicht allein vom klinischen
Phanotyp abhéngig gemacht werden, sondern wird erst durch den Nachweis biallelisch
vorkommender, pathogener Mutationen gestellt. Das Problem hierbei liegt darin, dass bei
vielen gefundenen Varianten unklar ist, welchen Einfluss sie auf die Aktivitat des MUTYH-
Gens bzw. Proteins haben und somit, trotz Feststellung des Genotyps, keine eindeutige
Diagnose gestellt werden kann. Dadurch bleibt den Familienangehorigen der Zugang zu

genetischen Untersuchungen und Beratungen, sowie Vorsorgemaf3nahmen verwehrt.

4.2.1 Korrelation der klassifizierten Varianten mit dem klinischen Phéanotyp

Um genetische Diagnostik fur Patienten mit einem klinischen MAP-Ph&notyp zu ermdglichen,
wurden unklare genetische Varianten beziiglich der Proteinexpression und der Bewertung des
Aminosaureaustauschs (AS-Austauschs) klassifiziert. Von Goldgar et al. und Mitgliedern der
IARC wurde vorgeschlagen, fur die Bewertung von Varianten generell alle vorliegenden
Informationen einzubeziehen. Dafir sollen gleichermaf3en in vitro Daten, bioinformatische
Daten und klinische Daten miteinander korreliert werden [210], um das genaue Risiko von
Varianten so exakt wie mdglich zu bestimmen, da Einzeldaten fir eine Evaluierung haufig nicht
ausreichen. Somit sind erste Einschatzungen der Pathogenitat anhand der in dieser Arbeit
gewahlten Parameter mdglich, dennoch ist deren Aussagekraft ohne die Einbeziehung
weiterer Parameter nicht endglltig.

Die kaukasischen Hotspot-Mutationen Y179C und G396D, die bereits 70% aller mutierten
Allele in der Bevolkerung ausmachen [93] und als pathogen gelten, wiirden anhand der in
dieser Arbeit gewahlten Parameter auch als ,wahrscheinlich pathogen® eingestuft. Es ist
bekannt, dass der Austausch von aromatischem Tyrosin gegen Cystein an der Position 179
im Pseudo-HhH-Motiv zu drastischen Strukturver&nderungen fihrt. Dadurch weist diese
Variante eine 10-fach reduzierte DNA-Bindungsfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp auf. Die
Substitution der Aminosaure der Variante G396D verdndert hingegen die Struktur des C-
Terminus, wodurch DNA-Bindung und Glykosylaseaktivitat eingeschrankt sind

(zusammengefasst von Mazzei et al.; [204]). Diese experimentellen Analysen stimmen mit
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dem klinischen Phanotyp Uberein, denn das Durchschnittsalter bei der Diagnose von
kolorektalen Karzinomen fir homozygote Tréger der Variante Y179C liegt bei 46 Jahren im
Gegensatz zu homozygoten Tréagern der Variante G396D mit 58 Jahren [97, 211]. Somit
besteht fur Patienten mit Y179C Mutationen ein hoheres Krebsrisiko als fur Trager von G396D
Mutationen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Varianten werden nachfolgend basierend auf den hier
gewonnen Daten und anhand der Eintrage in der LOVD-Datenbank (Stand: 22.09.2017) und
der dort hinterlegten Literatur evaluiert.

V22M: Diese Variante befindet sich in der RPA-Bindungsdomane. Sie ist gemal dieser Arbeit
stabil exprimiert (142%), der Konservierungsscore betragt 6 und der AS-Austausch ist
Ubereinstimmend mit der Plattform PolyPhen-2 nicht pathogen. Funktionelle Assays (DNA-
Glykosylaseaktivitat/DNA-Bindung) unterstiitzen ebenso eine wildtypahnliche Funktion [114].
Zudem ist die Variante bisher als nicht ursachlich fir einen klinischen Phanotyp eingestuft,
sondern als Polymorphismus eingeordnet, da sie in gesunden Kontrollpatienten genauso
vorkommt wie in Patienten mit CRC oder anderen Krebsentitaten (Lunge, Prostata) [75, 212—
214].

W103R: Diese Variante zeigt ein normales Expressionslevel (109%), genauso wie bei Komine
et al. [215]. Sie liegt in einer hochkonservierten (Konservierungsscore 8) Helix-Struktur und da
der AS-Austausch gemdal3 Homologiemodell strukturstorend ist, wurde die Variante
Ubereinstimmend mit SIFT und PolyPhen-2 als pathogen eingestuft. Allerdings fehlen
ausreichende Daten zum klinischen Phénotyp. In der LOVD-Datenbank liegen nur 3 Eintrége
vor. Unter anderem wurde diese Variante als somatische Mutation in Patienten mit
hepatozellularen Karzinomen gefunden [216]. Fur eine eindeutige Klassifizierung werden
mehr Patientendaten bendtigt.

R109W: Die Expression dieser Variante ist mit 87% vergleichbar mit dem WT-Level. Der
Konservierungsscore betragt 9. Der AS-Austausch in der Loop-Struktur des Proteins, nahe
des ausgeklappten Adenins, ist jedoch strukturstérend und somit in Ubereinstimmung mit SIFT
und PolyPhen-2 als pathogen eingeordnet worden. Gemal Vogt et al. wurde die Variante in
der LOVD-Datenbank ebenso als wahrscheinlich pathogen eingestuft, da sie in der Keimbahn
als biallelisch, heterozygote Variante mit der Hotspot Mutation G396D bei einem Patienten
auftrat, bei welchem mit 52 Jahren CRC diagnostiziert wurde, woran er mit 53 Jahren verstarb
[98].

W131R: Diese Variante ist hochkonserviert (Konservierungsscore 9) und weist eine reduzierte
Expression von 70% bei strukturstorendem AS-Austausch im Helix-Bereich neben der DNA-
Bindungsdomane auf und wurde entsprechend den Plattformen SIFT und PolyPhen-2 als
wahrscheinlich pathogen eingeordnet. Da die Variante bislang nur zusammen mit der Mutation

Y179C in einem Patienten auftrat, der mit 31 Jahren >100 Polypen, aber (noch) keinen CRC
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aufwies [92], ist eine Pathogenitat auch aus klinischer Sicht wahrscheinlich, aber aufgrund
unzureichender klinischer Daten nicht endgiltig sicher.

P157L: Die Variante P157L zeichnet sich durch ein reduziertes Expressionslevel (65%) und
einen Konservierungsscore von 9 aus. Einhergehend mit SIFT und PolyPhen-2 wurde der AS-
Austausch in einer Loop-Struktur als destabilisierend und somit pathogen eingestuft. Die
klinischen Daten beschranken sich auf einen Patienten mit dem heterozygotem Genotyp
P157L/G396D, bei welchem mit 36 Jahren <100 Polypen auftraten und welcher 10 Jahre
spater mit CRC diagnostiziert wurde [90, 98]. Fur eine sichere Klassifizierung werden mehr
klinische Daten bendétigt, aber die bisherige Datenlage weist auf eine wahrscheinliche
Pathogenitat hin.

R182H: Der Austausch von Arginin zu heterozyklischem Histidin in der hochkonservierten
(Konservierungsscore 9) DNA-Bindungsdomane dieser Variante geht mit einer verminderten
Expression (73%) einher. Ubereinstimmend damit sagen SIFT und PolyPhen-2 eine
wabhrscheinliche Pathogenitat beziglich des AS-Austauschs voraus. Dies ist einhergehend mit
den Eintrdgen der LOVD-Datenbank, in der der klinische Phanotyp mit dem Auftreten von
Polypen und CRC einhergeht [90, 217, 218]. Zudem konnten Goto et al. bei einem
funktionellen in vitro Glykosylase-Test fur die Variante R182H schwerwiegende Defekte
nachweisen [219].

R185W: Die Variante R185W kennzeichnet sich zwar durch ein normales Expressionslevel
(76%) aus, aber aufgrund eines strukturstdrenden AS-Austauschs im Helix-Bereich nahe der
DNA-Bindungsdomaéane bei hoher Konservierung (Konservierungsscore 8) wurde die Variante
folglich als wahrscheinlich pathogen eingeordnet. Dies ging mit der Bewertung von PolyPhen-
2 einher, wonach diese Variante ebenfalls so eingeordnet wurde, im Gegensatz zur Plattform
SIFT, die den AS-Austausch als ,tolerated” einstufte. In vitro wurde von D’Agostino et al. eine
schwerwiegende Reduktion der Bindungsaffinitét dieser Variante zum Substrat nachgewiesen
[220], sowie eine eingeschrankte Glykosylaseaktivitat [220, 221]. Klinisch wurde bislang eine
heterozygote Keimbahnmutation fir diese Variante berichtet, die bei einem Patienten mit 90-
100 Polypen und dem Auftreten von CRC im Alter von 49 Jahren einherging [222]. Diese
zusatzlichen Daten sprechen weiterhin fiir eine pathogene Einstufung.

V215M: Diese Variante ist stark konserviert (Konservierungsscore 8) und besitzt ein
reduziertes Expressionslevel (63%) mit einem AS-Austausch in einer Loop-Struktur im HhH-
Motiv von unsicherer Bedeutung, wodurch sie als unklar eingeordnet wurde. Im Kklinischen Bild
trat diese Variante als zusammengesetzt heterozygote Keimbahnmutation zusammen mit
P295L bei einem Pateinten mit multiplen Polypen des Dickdarms und Zwolffingerdarms auf.
Zudem wurde im Alter von 30 Jahren CRC diagnostiziert [98]. In der LOVD-Datenbank ist die
Pathogenitat von den Autoren auch als unklar hinterlegt, da weitere klinische Daten, v. a.

homozygote Mutationen nicht vorhanden sind.

104



Diskussion

1223V: Die Variante liegt in einer Helix-Struktur von MUTYH und ist hochkonserviert
(Konservierungsscore 9). Die Expression dieser Variante war stark beeintrachtigt (24%) und
wurde als wahrscheinlich pathogen eingestuft, unabhéngig des Schweregrads des AS-
Austauschs. Dies ist in Ubereinstimmung mit SIFT und PolyPhen-2 sowie den partiell
eingeschrankten in vitro Effekten der Glykosylaseaktivitat nach Goto et al. [219]. Die Variante
wurde vom MGZ Miinchen (gemaR LOVD) sowohl in einem Patienten gefunden, der im Alter
von 36 Jahren mit Darmkrebs diagnostiziert wurde, aber auch in einem gesunden
Kontrollprobanden im Rahmen pradiktiver MalRnahmen. Gemaf Olschwang et al. [223] und
Sieber et al. [224] bleibt die genaue Klassifizierung anhand klinischer Daten weiterhin unklar,
da sie in Patienten mit multiplen Polypen, aber nur monoallelisch vorkam.

D236N: Diese Variante wurde aufgrund des schwerwiegenden AS-Austauschs in einem Loop
nahe des fehlgepaarten, ausgeklappten Adenins und hoher Konservierung (Konservierungs-
score 9) trotz stabiler Expression, wie sie auch von Wooden et al. [225] gezeigt wurde, als
wahrscheinlich pathogen klassifiziert (Ubereinstimmend mit SIFT und PolyPhen-2). In der
LOVD-Datenbank liegen keine Kklinischen Daten zu dieser Variante vor. Die Eintrage
beschranken sich ausschlielich auf funktionelle in vitro Tests, bei denen keine
Glykosylaseaktivitat fur diese Variante messbar war [114, 219, 226, 227], weshalb sie als
pathogen eingestuft wurde.

R241Q: Die Expression dieser Variante ist mit 75% im Vergleich zum Wildtyp leicht
eingeschrankt. Wegen der hohen Konservierung (Konservierungsscore 9) und der Lage in
einer Seitenkette nahe der DNA, wurde sie als wahrscheinlich pathogen eingeordnet, aufgrund
des AS-Austauschs. Der klinische Phanotyp ist bisher nicht eindeutig (Clinical Genetics,
LUMC, Leiden, NL; Medical Genetics, UZ Gent, Gent, BE) weswegen die Variante anhand des
klinischen Bildes in der LOVD-Datenbank als unklar eingeordnet ist. Vogt et al. wiesen die
heterozygote Variante R241Q/G396D in einer Patientin nach, bei der mit 45 Jahren CRC in
Zusammenhang mit multiplen Polypen festgestellt wurde [98]. Homozygote Daten zu dieser
Variante sind nicht vorhanden, weshalb kein klarer klinischer Phanotyp abzuschatzen ist.
R245H: Das Expressionslevel dieser Variante ist reduziert (63%) und aufgrund des
folgenschweren AS-Austauschs in einer stark konservierten Region (Konservierungsscore 9)
nahe der DNA wurde diese Variante in dieser Arbeit flir wahrscheinlich pathogen erklart.
Vorliegende in vitro Daten zeigen schwere Defekte dieser Variante bezuglich der
Glykosylaseaktivitat und Substrat-Bindung [114]. In Zusammenhang mit dem Kklinischen
Phanotyp wurde die Variante zusammengesetzt heterozygot mit einer der Hotspot-Mutationen
oder Deletionsvarianten berichtet [98, 228]. Der Ph&notyp ging dabei in jeweils 80% der Falle
mit dem Auftreten von CRC im Alter von 41 bis 68 Jahren und Polypen einher. Olschwang et
al. listet diese Variante als Polymorphismus auf [223]. Liegt die Variante zusammengesetzt

heterozygot mit einer bekannten pathogenen Mutation vor, sollte somit von einem erhdhten
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CRC Risiko ausgegangen werden. Die Auswirkungen homozygoter Mutationen dieser
Variante bleiben weiterhin unklar.

G250D: Die Expression dieser Variante ist im Vergleich zum Wildtyp um die Halfte reduziert
(56%). Da der AS-Austausch in einer Loop-Struktur nicht sehr gravierend ist
(Konservierungsscore 5), wurde sie als unklare Variante eingeordnet. Die klinischen Daten der
LOVD-Datenbank ergeben keinen klaren Phanotyp. Berichtet wurde die Variante zweimal als
biallelisch heterozygote Variante mit einer Deletionsvariante, wovon nur bei einem Patienten
multiple Polypen und CRC auftraten [98].

A266G: Die Pathogenitat dieser Variante wurde anhand der Arbeit als unklar bewertet, da die
Expression um etwa 3 eingeschrankt (61%) und der AS-Austausch trotz hoher Konservierung
(Konservierungsscore 8) in der MSH6-Bindungsdoméne nicht bedeutsam war. Die Plattform
SIFT bewertet den AS-Austausch als ,schadlich®, wahrend PolyPhen-2 eine ,gutartige”
Verédnderung angibt. Publizierte klinische Daten zu dieser Variante sind gemar LOVD nicht
vorhanden. Lediglich ein Eintrag [Spier und Aretz (unpubliziert)] deutet daraufhin, dass die
Mutation bei einem Patienten mit attenuierter familidrer adenomattsen Polyposis (AFAP)
gefunden wurde. Funktionelle in vitro Daten und weitere klinische Daten sind hier fir eine
Klassifizierung notwendig.

R274W: Die Expression dieser Variante entspricht der Halfte des WT-Levels (51%) bei
strukturstorendem AS-Austausch. Einen nicht tolerierbaren Austausch sagen auch die
Plattformen SIFT und PolyPhen-2 voraus. Da die Aminoséure an dieser Stelle in einem Loop
jedoch nicht stark konserviert ist (Konservierungsscore 6), wurde die Mutation als unklar
eingestuft. Dies entspricht ebenso dem bislang vorhandenen klinischen Bild. Die LOVD-
Datenbank enthalt nur zwei Eintrage zu dieser Mutation. Bei einem Betroffenen sind weder
Polypen, noch Darmkrebs bekannt, die zweite Mutation wurde im Rahmen eines Screenings
von FAP-Patienten ohne APC-Mutation gefunden.

M283V: Fur diese Variante wurde eine reduzierte Expression (63%) demonstriert. Da die
ausgetauschte Aminosaure zwar in der Adenin-Erkennungsdomane liegt (Konservierungs-
score 9), aber die gleichen Eigenschaften wie die urspriingliche AS aufweist, ist die Variante
bezlglich der Pathogenitat unklar. SIFT und PolyPhen-2 sagen hingegen einen Defekt voraus.
Funktionelle Assays demonstrierten fur diese Variante, die an der Adenin-Erkennung beteiligt
ist, eine reduzierte Glykosylaseaktivitat (10% im Vergleich zum WT) [219]. Klinisch wurden 2
Falle berichtet, wo die Variante jeweils im Rahmen genetischer MUTYH-Untersuchungen bei
Patienten mit multiplen Adenomen und CRC nachgewiesen wurde [229, 230]. Die
Auswirkungen dieser Variante scheinen somit, gegenséatzlich zur Einordnung in dieser Arbeit,
pathogen zu sein.

P295L: Diese Variante zeichnet sich durch ein normales Expressionslevel (82%) bei

gleichzeitig strukturstérendem AS-Austausch im Fe-S-Motiv (Konservierungsscore 9) aus,
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weshalb sie als wahrscheinlich pathogen klassifiziert wurde, einhergehend mit den
Ergebnissen von SIFT und PolyPhen-2. Dartiber hinaus offenbarten funktionelle in vitro Tests
schwerwiegende Einschréankungen sowohl der Glykosylaseaktivitat als auch der DNA-Bindung
[114]. Als biallelisch heterozygote Mutation wurde diese Variante bereits mit polypen-
tragenden Patienten und CRC in Verbindung gebracht [98, 211, 229, 231]. In einem 36 Jahre
alten Patienten mit 50-100 Polypen, der noch keine Dickdarmtumore aufwies wurden hingegen
homozygote Mutationen dieser Variante nachgewiesen [98]. Demnach scheint fur die Trager
dieser Mutation ein erhohtes Risiko fUr die Entwicklung von Polypen zu bestehen, weshalb
diese regelmaRigen Vorsorgeuntersuchungen unterzogen werden sollten.

R309C: Die Expression dieser Variante war vergleichbar mit dem WT-Level (98%). Die
Aminosaure in einer Helix-Struktur an dieser Stelle ist nicht konserviert (Konservierungsscore
3), weswegen die Variante als wahrscheinlich nicht pathogen eingestuft wurde. Die Ergebnisse
von SIFT und PolyPhen-2 stimmen damit berein. In vitro Tests sprechen ebenso dafir, dass
die Variante nicht krankheitsauslésend ist, da die Glykosylaseaktivitat dem WT entspricht
[219]. GemalR Aretz et al. handelt es sich um eine seltene Variante, da sie bei nur einem von
329 Polyposis-Patienten monoallelisch auftrat [90]. Allgemein wurde die Variante in
monoallelischer Form jedoch bereits mehrmals in jungen Polyposis-Patienten, ohne dem
Auftreten von CRC, berichtet [90, 223, 224]. Auch der Fund der heterozygoten biallelischen
Y179C/R309C Mutation resultierte in einem milden Phanotyp von 10-20 Polypen ohne CRC
bei einem 58-jahrigen Patienten [232]. Die in vitro als nicht pathogen eingestufte Variante
korreliert somit mit einem milden Polyposis-Phéanotyp. Nichtsdestotrotz sollten Betroffene
engmaschig betreut werden.

Q338H: Diese Variante kennzeichnet sich durch eine normale Expression dem WT
entsprechend aus (107%) und der AS-Austausch war vernachlassigbar, da die Aminosaure
nicht konserviert ist (Konservierungsscore 1). Dies ist in Ubereinstimmung mit den Plattformen
SIFT und PolyPhen-2, die ebenso keine Pathogenitat fur diese Veranderung voraussagen.
Funktionelle Assays unterstitzen diese Beobachtungen, da sich die Variante in Glykosylase-
und DNA-Bindungs-Assays ahnlich dem WT verhielt [114, 225]. Die Q338H-Variante ist,
abgesehen von den Hotspot-Mutationen, die in dieser Arbeit untersuchte Variante mit den
meisten Eintragen in der LOVD-Datenbank und wurde als SNP in Europa, Amerika und Japan
berichtet. Sie lag meist heterozygot mit einer anderen (Hotspot-)Mutation oder homozygot in
verschiedenen Patienten vor (Magenkrebs, Darmpolypen, CRC), wurde in der Literatur aber
bisher nicht als krankheitsauslosend eingestuft [75, 121, 122, 213, 231, 233-235].

P359L: Die Aminosaure dieser Variante ist hochkonserviert (Konservierungsscore 9) und
befindet sich in einer Loop-Struktur nahe der DNA-Helix. Der AS-Austausch ist, einhergehend
mit SIFT und PolyPhen-2, strukturstérend. Da zudem die Expression verringert vorlag (55%),

wurde die Variante als wahrscheinlich pathogen eingeordnet. P359L ist bislang nur in einer
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Studie bei zwei Patienten mit multiplen Darmadenomen gefunden worden und wurde vom
klinischen Bild als unklare Variante eingestuft [223]. Funktionelle Daten fir eine genauere
Zuordnung sind bislang nicht vorhanden.

R364C: Diese Variante ist stark konserviert (Konservierungsscore 8) und liegt nah an der OG-
Erkennungsstelle. Sie zeichnet sich durch ein reduziertes Expressionslevel (71%) und einen
schwerwiegenden AS-Austausch aus, wodurch sie in Ubereinstimmung mit SIFT und
PolyPhen-2 als wahrscheinlich pathogen eingestuft wurde. Ein Trager dieser Variante aus
Marseille (Frankreich) ist zwar bekannt, jedoch liegen keine weiteren klinischen Informationen
zu diesem Betroffenen in Form einer Publikation vor [Sylviane Olschwang, LOVD].

A373V: Diese Variante ist durch eine normale Expression (89%) und einen Konservierungs-
score von 7 gekennzeichnet. Der AS-Austausch ist Ubereinstimmend mit SIFT und PolyPhen-
2 nicht sehr gravierend, woraus sich eine Einordnung als wahrscheinliche nicht pathogen
ergab. Diese Klassifizierung stimmt mit funktionellen in vitro Assays Uberein, da keine
Einschrankungen der Glykosylaseaktivitat festgestellt wurden [219, 234]. Klinische Daten sind
nur aus Japan und Korea bekannt, aber nicht in der kaukasischen Bevdlkerung berichtet. Dort
wurde eine monoallelische A373V-Mutation in einer 65-jahrigen Patientin mit 13 Polypen, aber
ohne CRC gefunden. Lediglich das Vorkommen mit einer weiteren heterozygoten Mutation
(G286E/A373V) fuhrte zum Auftreten von Polypen und CRC. Im Gegensatz dazu wurde diese
monoallelische Mutation in etwa 5% der gesunden Kontrollprobanden entdeckt [234, 236].
Wahrend die in vitro Daten keine Pathogenitat voraussagen, scheint dennoch eine gewisse
Wabhrscheinlichkeit fur das Auftreten von Polypen vorzuliegen. Solange nicht mehr klinische
Daten vorhanden sind, sollten Trager dieser Mutation Vorsorgeuntersuchungen in Erwagung
Ziehen.

P405L: Diese Variante Dbefindet sich an einer hochkonservierten  Stelle
(Konservierungsscore 9) des MUTYH-Proteins in einer Loop-Struktur. Der AS-Austausch wirkt
strukturstérend und die Variante ist bezuglich ihrer Expression stark eingeschrankt (32%) und
wurde folglich als wahrscheinlich pathogen eingeordnet. Diese in vitro Daten korrelieren mit
dem klinischen Phanotyp. In der LOVD-Datenbank sind 23 Eintrage allein aus Niederlande
und Deutschland verzeichnet, die als pathogen klassifiziert wurden (zusammengefasst von
Vogt et al, [98]). Etwa 8% der untersuchten MAP-Patienten enthielten diese
Keimbahnvariante, 4 davon in homozygoter Form. Letztere litten alle unter Polypen und CRC
und verstarben vor dem 60. Lebensjahr. Auch die Eintrage aus Belgien (ohne Literaturangabe)
und Schweden [233] ordneten diese Variante als pathogen ein.

R426C: Die Expression dieser Variante betrug die Halfte des Wildtyps (54%). Die Aminosaure
ist an dieser Stelle nicht konserviert (Konservierungsscore 4) wodurch der Schweregrad des
AS-Austauschs vernachlassigbar ist und die Variante als unklar eingestuft wurde. Die

Plattformen SIFT und PolyPhen-2 schatzen die Variante als nicht pathogen ein. Das klinische
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Bild zeigt das Vorkommen dieser Variante in FAP- und MAP-Patienten, sowie Patienten mit
Lungenkrebs als auch in gesunden Kontrollprobanden [90, 96, 119, 212, 233, 237]. Daher gilt
die Variante Kklinisch bisher ebenso als unklar.

R474P: Diese Variante befindet sich nicht in einer nicht sehr konservierten Region
(Konservierungsscore 6) von MUTYH und wird nur zu % im Vergleich zum WT exprimiert
(63%), weshalb sie in dieser Arbeit als unklar bezlglich der Pathogenitat eingestuft wurde. Die
Plattformen SIFT und PolyPhen-2 sagen jedoch ein beschadigtes Protein voraus. Klinische
Daten sind derzeit zu dieser Variante nicht vorhanden, weswegen sie weiterhin als unklare
Variante eingestuft wird.

A489T: Das Expressionslevel dieser Variante ist zwar mit dem WT vergleichbar (90%),
nichtsdestotrotz wurde sie in Ubereinstimmung mit SIFT und PolyPhen-2 aufgrund eines
folgeschweren AS-Austauschs in einem hochkonservierten Bereich (Konservierungsscore 8)
nahe der DNA- und OG-Erkennungsstellen als wahrscheinlich pathogen eingeordnet.
Gefunden wurde die Variante bislang bei zwei australischen Polyposis-Patienten ohne
nachweisbare APC-Mutation. In einem 34-jahrigen Patienten mit Gber 34 Polypen, aber ohne
CRC, trat die Mutation heterozygot (Y179T/A489T) auf [238]. Klinisch lasst sich daraus keine
klare Klassifizierung dieser Variante ableiten.

V493F: Diese Variante zeichnet sich durch einen strukturstérenden AS-Austausch bei starker
Konservierung (Konservierungsscore 8) aus und wurde einhergehend mit den Vorhersage-
Plattformen und einer reduzierten Expression (35%) als wahrscheinlich pathogen deklariert.
Die Variante wurde 1x in Deutschland [90] und 4x in Frankreich berichtet [223, 239]. Das
klinische Bild ist dennoch nicht eindeutig, da die Variante sowohl in heterozygoter Form in
einem Patienten mit Darmpolypen und CRC [90] gefunden wurde, als auch in homozygoter
Form bei einem gesunden Kontrollpatienten, einem Patienten mit sporadischem Darmkrebs
[239] und in zwei Polyposis-Patienten [223] vorkam.

S515F: Die Variante wurde im Vergleich zum WT-Protein nur etwa halb so stark exprimiert
(58%). Der AS-Austausch wurde als nicht gravierend interpretiert, da die Aminosaure an dieser
Stelle nicht konserviert ist (Konservierungsscore 1). Dies ist einhergehend mit der
Einschatzung von PolyPhen-2, lediglich SIFT sagt einen schadhaften Defekt voraus,
weswegen die Variante als unklar eingeordnet wurde. Die zu dieser Variante vorliegenden
funktionellen in vitro Daten ergaben keinen pathogenen Effekt, da die Glykosylaseaktivitat dem
WT entsprach [219]. Die kaukasische Bevolkerung ist von diesem SNP betroffen und hat in
der LOVD-Datenbank 23 Eintrdge, wobei das Auftreten sehr heterogen ist. Die Variante wurde
sowohl in gesunden Kontrollprobanden als auch in Patienten mit Darmpolypen und CRC
gefunden [75, 118, 122, 223, 229, 239, 240]. AulRerdem kam sie in gesunden
Kontrollprobanden und zugehérigen Betroffenen von Lungenkrebs und HNPCC vor [212, 241].

Das klinische Bild ist somit nicht eindeutig und die Variante weiterhin als unklar einzuordnen.
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L529M: Diese Variante wurde anhand der gemessenen Parameter dieser Arbeit als
wahrscheinlich pathogen eingeordnet, da sie unabhangig des Schweregrads des AS-
Austauschs nicht mehr exprimiert wurde (7%). Der AS-Austausch ist prinzipiell nicht
gravierend (Konservierungsscore 5), wie es auch von SIFT und PolyPhen-2 vorausgesagt
wurde. Somit liegt das Problem wahrscheinlich auf mMRNA-Ebene. Zu dieser Variante liegen
weder klinische noch funktionelle in vitro Daten vor, obwohl in der LOVD-Datenbank zwei
Eintrage vorhanden sind. Diese sind jedoch ohne Literaturangabe, wodurch keine Aussage
zum Phanotyp und keine Korrelation mit diesem mdoglich ist.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass 17 der 29 untersuchten Varianten (59%) eine
Ubereinstimmung der Klassifizierung, anhand der in dieser Arbeit erhobenen in vitro und in
silico Parameter, mit dem klinischen Phéanotyp aufwiesen (V22M, R109W, W131R, P157L,
R182H, R185W, V215M, R245H, G250D, A266G, R274W, P295L, Q338H, A373V, P405L,
R426C, S515F). Bei sieben der analysierten Varianten (24%) war die eigene Einordnung
gegensatzlich zu den in der LOVD-Datenbank hinterlegten klinischen Daten (1223V, R241Q,
M283V, R309C, P359L, A489T, V493F). Hierbei ist allerdings zu vermerken, dass das
klinische Bild haufig durch geringe Patientendaten nicht endgultig ist und zudem experimentell
erhobene Daten in vivo Vorgadnge nur zum Teil widerspiegeln kdnnen. AuR3erdem stellt das
Homologiemodell nur eine Ann&herung an das humane MUTYH-Protein dar. Bei weiteren funf
Varianten (17%) war keine Korrelation der Klassifizierung maglich, da der klinische Phanotyp
aufgrund fehlender Daten unklar blieb (W103R, D236N, R364C, R474P, L529M).

Ohne Kaorrelation aller vorhandenen Daten fir einzelne Varianten ist eine Kkorrekte
Abschéatzung der Pathogenitat unsicher. In dieser Arbeit wurde allerdings eine Variante
identifiziert, deren Proteinexpression kaum mehr nachweisbar war (L529M), wodurch diese
ohne weiteres als pathogen einzustufen ist. Fir weiterhin unklare Varianten missen mehr
Patientendaten erhoben und in die LOVD-Datenbank eingetragen werden. Au3erdem sind die
vorhandenen Daten zu jeder Variante sehr heterogen, wodurch eine eindeutige Abschatzung
des klinischen Phanotyps zusatzlich erschwert wird. Fur zukinftige Studien waren deshalb
prospektive Studien mit international einheitlich, festgelegten Parametern sinnvoll, um eine
bessere Homogenisierung der Datenlage zu erreichen. Des Weiteren sollten fehlende
funktionelle Daten, die einen wichtigen Hinweis auf die Funktionsfahigkeit des MUTYH-
Proteins geben, ergénzt werden. Nur so kdénnen unklare Varianten klassifiziert werden,
wodurch betroffenen Patienten eine eindeutige Diagnose ermdglicht wird.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, das MUTYH-Protein
aufzureinigen, um VUS nachzubilden und fir funktionelle Assays wie dem Glykosylase-Assay
und DNA-Bindungs-Assay zu verwenden. Die Schwierigkeit bestand darin, ausreichend
aufgereinigtes Protein zu erhalten [242]. Die Expression und Aufreinigung geschieht bisher
zumeist aus Bakterien (BL21-CodonPlus(DE3)E. coli) oder Insektenzellen [204].
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Eukaryotische Expressionssysteme haben im Gegensatz zu bakteriellen Systemen den
Vorteil, dass die Proteine posttranslationale Modifikationen enthalten und so dem humanen
System besser ahneln [243]. Aus diesem Grund ist es erstrebenswert, die in vitro Experimente
in eukaryotischen Systemen durchzufiihren. Auf3erdem kommt es immer wieder zu
widerspruchlichen Ergebnissen bei der Bewertung der Funktionalitdt von MUTYH-Varianten,
was wahrscheinlich mit der Verwendung unterschiedlicher Methoden und Protokolle
zusammenhangt [204, 226]. Darum wéren einheitlich etablierte Assays wiinschenswert. Im
Zuge dieser Arbeit wurde versucht, das MUTYH-Protein mittels Sf9-Insektenzellen und aus
humanen HEK293-Kulturzellen aufzureinigen, was allerdings nicht sehr sauber gelang (nicht
gezeigt). Erst bei der Ruckkehr zum bakteriellen System und der Aufreinigung gemaf Ali et al.
[114] gelang die Aufreinigung eines GST-getagten MUTYH-Proteins, wenn auch nicht sehr
sauber. Allerdings konnten Ali et al. das MUTYH-Protein ebenso nur partiell aufreinigen und
nutzten es dennoch fir nachfolgende funktionelle Assays. Es scheint also schwierig, das
MUTYH-Protein rein zu isolieren.

Die Vorhersage-Plattformen SIFT und PolyPhen-2 stellen ein erstes hilfreiches Werkzeug zur
Einschatzung von Aminosaureaustauschen dar, sind jedoch nicht zuverlassig genug fir
endguiltige Aussagen, da die Angaben beider Plattformen in sieben Fallen (24%) kontrar
waren. Die eigene Einordnung der Varianten mit Hilfe des Homologiemodells stimmte etwa zu
64% mit den Plattformen Uberein (62% SIFT; 66% PolyPhen-2). SIFT verlasst sich bei der
Bewertung allein auf Sequenz-Homologien, um Vorhersagen zu treffen [140, 141]. PolyPhen-
2 hingegen ist etwas komplexer. Es zieht neben evolutionaren Betrachtungen auch strukturelle
Eigenschaften mit ein [142]. Da die Plattformen nicht in der Lage sind, literarische,
experimentelle und Kklinische Ergebnisse in ihre Bewertung miteinzubeziehen, bleiben in vitro

Assays und die Betrachtung klinischer Daten unerlasslich.

4.3 Ausblick

Das in dieser Arbeit erfolgreich etablierte MUTYH-Promotor-Minigenmodell stellt das erste
Transkriptions- und SpleiBmodell fur MUTYH dar. Damit wurde ein humangenetisches,
diagnostisches Werkzeug entwickelt, welches zukinftig fur die Evaluation von
Promotorvarianten genutzt werden kann.

Verschiedene Studien haben bereits ein erhthtes Darmkrebsrisiko und die Entstehung
weiterer Tumore auf3erhalb des Kolons fur biallelische MUTYH-Mutationstrager belegt [244].
Neben der Risikoeinschatzung biallelischer Mutationen rickt auch immer mehr die
Untersuchung der Auswirkungen monoallelischer MUTYH-Mutationen in den Vordergrund
[244-247]. Beispielsweise wurden bei Analysen von Plotz et al. Expressionsdaten von

gesunden Kontrollpatienten (ohne Polypen, Kolonkarzinomen und wissentlichen MUTYH-
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Mutationen) und Polyposis-Patienten verglichen. Dabei wurde ein SNP entdeckt, welcher zur
Reduktion einer Transkriptvariante von MUTYH fuhrte, wodurch ein erh6htes Krebsrisiko auch
fur monoallelisch heterozygote Mutationstrager mdglich ist [95]. Zudem konnte eine
umfangreiche Meta-Analyse von Win et al. zeigen, dass Menschen mit einer geerbten
monoallelischen Mutation des MUTYH-Gens ein geringfugig erhohtes Risiko (~15%) fur
kolorektale Tumore haben [245]. Das grof3te Problem bei solchen Studien sind allerdings die
analysierten Fallzahlen, da monoallelische Varianten eine geringe Penetranz aufweisen. Des
Weiteren wird zur Risikobewertung der Tumorentstehung von biallelischen MUTYH-
Mutationstragern bislang nur das in vitro Risiko von Patientenvarianten mit dem klinischen
Phanotyp korreliert. Es gibt bisher jedoch keine Mausmodelle, an denen die Risiken fir eine
Tumorentwicklung anhand des knock-ins von MUTYH-Varianten getestet wurden. An dieser
Stelle kdnnte das bereits unter 4.1.2 erwahnte CRISPR/Cas9-System zum Einsatz kommen.
So bestiinde in Zukunft die Mdéglichkeit, MUTYH-Varianten spezifisch in das Mausgenom
einzufliigen, um Voraussagen Uber das generelle Tumorrisiko (auch au3erhalb des Darms) zu
treffen. Somit konnten die Risiken fur Patienten mit sowohl mono- als auch biallelischen
MUTYH-Mutationen besser prognostiziert werden, wodurch die Vorsorge entsprechend
angepasst werden kdnnte.
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Sequenz des MUTYH-Promotor-Minigens

Die gesamte pcDNA3-Vektorsequenz ist nicht dargestellt. Diese st unter
http://iwww2.kumc.edu/soalab/LabLinks/vectors/pcdna3.htm (Stand: 08.12.2017) abzurufen.
Aus Griunden der Ubersichtlichkeit ist nur der Teil der pcDNA3-Vektorsequenz angegeben, der
den einklonierten Bereich von MUTYH umgibt.

gacggatcgggagatctcccgatcccecctatggtcgactctcagtacaatctgectctgatgeccgecatag
ttaagccagtatctgctccctgettgtgtgttggaggtcgectgagtagtgecgcgagcaaaatttaage
tacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgcatgaagaatctgcttagggttaggecgttttgecgectge
ttcgagcttggtaccgagctcggatccacatccactacgggaacctggactactagctcctcecceccaga
tgttgtgcttttgctgacaccacctgggggttaggagggtgatggatgttcatgcttaaggaaagagc
ccaggggaacagacaccaagctaggccacggtgatggtggtaaggggggtagtttccattggtagett
ttcccacaagcectttgtaacccacgtgttctacacacaggeccttggagtggagaatgeccctgaatttyg
gggagaggaagcctgagtcttctactggcttgtatgagcctgggtaaattacttcccacctegettte
acaatctgtagaggagaaagttggactagacgacctttgattcttttttcccatgtcctgcaggaaac
attttgtagggcttgaggatctcagctcccttaatatcccacagggatccatactactgttctcatgg
tgccccagcgccacaagcaacagctcccagtaageccccagagcectggcagtgecccacaccagagcete
ccaatacgtcctaccttcecctttggatcacaacgctcaatccactccactgaactgaatcacaactatt
actactaaccgttatgagctccagactacatctcccgeccatgectceccatcagecccatgcteccaacyg
ctccaggcttttgcagccggagceccgecggtgtacaacggaacttgtagtectectegtggectagttcagg
cggaaggagcagtcctctgaagcttgaggagcctctagaactatgagcccgaggcecttcececectetecece
agagcgcagaggctttgaaggctacctctgggaageccgctcaccgtcggaagectgecgggagectgaaac
tgcgccatcgtcactgtcggcggccatgacaccgctcgtctcccgcctgagtcgtctgtggct
ggacttgcggtcegtetectggegeggtteaggcagtcggggatggggcgiotetegeegteggote

lgtaat|ctttctctectgetctcgeggecgggaacgeg

gggcctccgtgttctgctgtcttcatcagcgtgggccgcgggggtagtggggtggctgggttt
gggctttccagagaaggtgacgctgcctgagctgagcttaaagcacgecccaggagttagactaggaga
gggtcgtgtgggggaaagaagggcgttctgggcatcggtaaattcccagagaggatggagagctcagt
gatctccagaaagtgaaagaggcggggagtgggccatcggaggaggctgcccagggtgtaagagcgac
cgattggtagggaagcttttgtaataatccaatcaagtgataatgtgaacttgaattaaggctggcag
tatggatggcgaggaagggacaaattgtgaagcagctaggcggtatagtcgacctagagggtgattga
atttgaaagaggttcctaggccgggcgcggtggctcacgcectgtaatcecccagcactttgggaggceccga
ggcgggcggattacctgaggtccggagttcaaaaccagcecctggccaacatggtgaaaccccgtetcecta
ctaaaagtacaaaaaaaattagctgggtatggtgcgggcgcctgtaatcccactacttgggaggctga
ggcaggagaatcgcttgaacctgggaggcagaggttgcggtgagccgagatcacgceccattttgecactt
cagcctaggcaacaagagcgaaactccgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaattcctattggagac
tagttgtatctcagtgctgcagccagccaagagtaaacccgtgagcatcttgagagtgcttgagagaa
gctggaccccatgtgaatggtggatgagagggagatagctatcacccttggaaggectcaaaatttgg
cctcattgtgactgactgctttggctgggtctttttgtttcgccatcatgaggaagccacgagcag
ccgtgggaagtggtcacaggaagcaggcagccagccaggaagggaggcagaagcatgctaagaacaac
agtcaggccaagcctagcgcttgtgatggaactaggttgtggcccaaggctcattggccatga
aaggcagattcaggctgggaagggattgtgatacgtatcaagacattaagagacttactaagggccag
gtgcggtggctcacacctgtaatcccagcactttgggaggccgaggcaggtggatecccttgageccag
gagtttgagaccagcttgggtaacatggcgaaatcccecctcectcectatgectecgegtggtggtgagegtctyg
tagtcccagctactcgggaagctgaggtgacaggatcgecttgagecctggaaggcagaagttgcactga
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gtcaagataatgcaactgcatttcagtctgggcaacagagccagactcttgtctcaaaacaaaagaga

ctcactgagggtgtaattctgactgtattgctgtgtgacattgggacaattgctctgaatggctgcett

tcttaccagtaaaatggagcagtagttcagcatttcctcececctcatgtggectttcatgggaccaaatga

gtttatgagcctgaaagtgttttgtgaataggaaggtcctgcaccagtatacattctagctggcectaaa

actattaggttttcattatggctcagagacaagccagtagtaccaccctgagaaaattaaggccagaa

acttagccacagctacacacaattacataactctggtctgactccagctccaaagcttaagggggtta

gttgggggaagccctaagtgggagcatactgccacaggctgctgtgtcccaagaccctgatgcacc
ctgtgcggatgattgctgagtgtcctggggcccccgcctggccaggcagccggaagaggtgg
tattgcaggcctctgtctcctcataccatctattcagagacgtagctgaagtcacagectteccgaggg

agcctgctaagctggtacgaccaagagaaacgggacctaccatggagaagacggcaggcgagg
agcagggacagtgggtgggaggcaggcacccagccccctceccaccctaactectecatctggggttgeat

tgacgcagaagatgagatggacctggacaggcgggcatatgctgacatctcctgagagca
gggccactttgcctcgagcatgcatctagagggceccctattctatagtgtcacctaaatgctagagcetce

gctgatcagcctcgactgtgecttcta

MUTYH-Sequenz pcDNA3-Vektorsequenz
Exon 1 alpha Exon 1 gamma Exon 1 beta Exon 2-4
Spleil3stellen Veréanderte Basen am Ende von Exon 2

Sequenz der Bisulfit-konvertierten DNA mit Markierung der analysierten Cytosine

Die analysierten Cytosine im CpG-Kontext (welche methyliert sein kdnnen) sind als rote Y (fur
Pyrimidin) dargestellt. Alle Cytosine aul3erhalb von CpG-Dinukleotiden sind durch die Bisulfit-
Behandlung zu T konvertiert. Insgesamt wurden in einem Bereich von 669 Basen 62 mogliche
Methylierungsstellen der CpG-Insel im Bereich des ersten Exons von MUTYH untersucht
(siehe Abbildung 3.1).

TGAAGTTTGAGGAGTTTTTAGAATTATGAGTTYGAGGTTTTTTTTTTTTTTAGAGYGTAGAGGTTTTG
AAGGTTATTTTTGGGAAGTYGTTTATYGTYGGAAGTTGYGGGAGTTGAAATTGYGTTATYGTTATTGT
YGGYGGTTATGATATYGTTYGTTTTTYGTTTGAGTYGTTTGTGGGTAYGTTGGATTTGYGGTTYGTTT
TTTGGYGYGGTTTAGGTAGTYGGGGATGGGGYGGGGTTTYGTYGTYGGGTYGTYGATGGGTYGAATTT
TYGTTTAGAYGTTTYGGGTTYGGYGYGGGGAAGGTAGTTTGGYGYGYGTTAATTGTTTATTGGTTTGT
GTTGTYGGTTYGTAGTTYGGGTGGATTYGAGTTAYGTTTTTTGGAGTGYGTYGGAAAGTYGGGYGYGT
TAGAGTTYGYGGGAGGTAATTTTTTTTTTTTGTTTTYGYGGYGGGAAYGYGGGGTTTTYGTGTTTTGT
TGTTTTTATTAGYGTGGGTYGYGGGTAGGGGGTAGTGGGGTGGTTGGGTTTGGGTTTTTTAGAGAAGG
TGAYGTTGTTTGAGTTGAGTTTAAAGTAYGTTTAGGAGTTAGATTAGGAGAGGGTYGTGTGGGGGAAA
GAAGGGYGTTTTGGGTATYGGTAAATTTTTAGAGAGGATGGAGAGTTTAGTGATTTT
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