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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gene und Krebs

Die DNA eines jeden Chromosoms tragt Tausende von Informationseinheiten, die
sog. Gene, welche Trager der Erbinformationen in der Zelle sind (Levine, 1997).
Jede humane Zelle enthalt schatzungsweise 30.000 bis 40.000 Gene, deren

Funktionen bis heute vielfach noch nicht bekannt sind (Strachan und Read 1996).

Um das menschliche Genom zu entschlusseln, wurde 1990 in den USA das “Human
Genome Project® (HGO) gegrundet. Hauptaufgabe dieses Projektes war es, das
Genom des Menschen zu sequenzieren, d.h. die Sequenz der DNA zu ermitteln, um
die Funktionen der Gene zu erforschen. Im Februar 2001 wurden die ersten
Ergebnisse der ermittelten DNA-Sequenzen in Nature und Science von
Wissenschaftlern des “Human Genome Projects” und dem Forschungsteam der Fa.
Celera Inc. publiziert (Venter et al.,, 2001). Seitdem wachst das Interesse der
Wissenschaftler zunehmend, die Zusammenhéange zwischen Genen und Krankheiten

zu erforschen und zu verstehen (Collins 1999; Stephenson, 1999).

Bisher konnte fir eine wachsende Zahl von Krankheiten (Herzerkrankungen,
bosartigen Neoplasien, Diabetes mellitus) nachgewiesen werden, dass sie durch
genetische Faktoren beeinflusst werden (Weinberg et al. 1994). Allein in Deutschland
erkranken jahrlich mehr als 400.000 Menschen an Krebs. Etwa jeder vierte Mensch
verstirbt an einer bosartigen Neoplasie (Statistisches Bundesamt, 2003). Dabei
lassen sich ca. 10 bis 15% der Krebserkrankungen durch Mutationen einzelner Gene
erklaren, die mit einem erhohten Risiko zur Entwicklung von Krebserkrankungen
verbunden sind (Fearon, 1997; Bartram, 1999).

Krebs ist ein Sammelbegriff fir verschiedene Erkrankungen, die ihren Ursprung auf
genetischer Ebene nehmen und in Phasen ablaufen. Normalerweise sind die Zellen
eines intakten multizellularen Organismus auf Zusammenarbeit und Kooperation
programmiert (Varmus und Weinberg, 1994; Jackson und Loeb, 1998). Durch initiale
genetische Alterationen, vererbt oder erworben, und durch Akkumulation weiterer
genetischer Veranderungen, erwerben Krebszellen einen Wachstums- und

Uberlebensvorteil gegeniiber normalen Zellen, der durch invasives und destruktives
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Wachstum sowie Metastasierung gekennzeichnet ist (Hanahan und Weinberg 2000).
Die maligne Transformation von Zellen, nach der Mehrschritthypothese von
Knudson, erfolgt tUber mehrere Transformationsstufen bis zum Vorliegen eines
neoplastischen Klons, der alle Kriterien einer malignen Neoplasie wie invasives
Wachstum und metastatisches Potential erflllt (Knudson 1985; Kinzler und
Vogelstein, 1996). Sofern nur ein Allel durch Mutation ausgeschaltet ist kann das
andere, noch gesunde, diesen Mil3stand kompensieren. Treten im Verlauf jedoch
auch Veranderungen des gesunden Allels auf, kann die reguléare zellulare Funktion
der Gene aufgehoben sein. Die Pathogenese der Krebsentstehung (Karzinogenese)
ist also kein singulares Ereignis, sondern eine Serie somatischer Mutationen in
unterschiedlichen Genen, die tber mehrere Jahre hinweg kumulieren (Fearon und
Vogelstein, 1990; Hahn 1999; Hanahan und Weinberg, 2000). Im transformierten
Gewebe findet eine sog. Mikroevolution statt. Fortschreitende Veranderungen wie
Punktmutationen, chromosomale Translokationen und Amplifikation von
Genabschnitten konnen zur Inaktivierung und Uberexpression von Genen fiihren, die
zellulare Signalkaskaden untereinander beeinflussen durch Uberstimulation bzw.
Inaktivierung (Abb. 1) (Kinzler und Vogelstein, 1997; Skope und Fusening 1998;
Olumi et al., 1999).
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Normales Wachstum

normale
Expression

Vererbte
Mutationen
Keimbahnmutationen

(P53, BRCAL, BRCA2)

Somatische
Mutationen

Mutagene,
Karzinogene

(Strahlung,
Chemikalien
Viren

Onkogene

(v-onc-Gen))

Maligne Neoplasie

, Krebs*

Abb. 1 Mehrschritthypothese zur malignen Transformation von Zellen bei der
Karzinogenese.

Die Entwicklung einer normalen Zelle zu einem malignen Zellklon héngt sowohl von
endogenen als auch von exogenen Faktoren ab. So erwirbt die Zelle mit jeder
kumulierenden Mutation (schwarze Punkte) einen weiteren Wachstumsvorteil
gegeniber anderen Zellen. Dabei missen jedoch nicht alle Mutationen in einem
solchen Vorteil resultieren. (modifiziert nach Nowell, 1976 und Arends, 2000)

Entscheidend fur die Entstehung maligner Tumorzellen ist die Schédigung von
Genen, die das Zellwachstum regulieren. Dabei spielen zwei Klassen von Genen
eine wesentliche Rolle: Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene (Bishop und
Weinberg 1996). Proto-Onkogene weisen drei wesentliche Unterschiede gegentber
den Tumorsuppressorgenen auf. Sie werden erst durch schadliche Aktivierung
(radioaktive Strahlung, chemische Substanzen oder Viren) wirksam, sind dominant
aktiv und treten Uberwiegend nicht im Erbgut auf (Hunter, 1997). Aktivierte Onkogene
lassen sich hauptséchlich als somatische Mutationen nachweisen. Bis heute sind
mehr als 50 Proto-Onkogene bekannt (Wrba, 1997). Zur Klasse der Proto-Onkogene
gehdren u.a. die Gene fur Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, wie z. B. das

erbB-2-Onkoprotein. ErbB-2-Onkoproteine kénnen zu einer Ubermaldigen Aktivitat
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des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R) fuhren (DiFiore et al., 1987;
Brandt et. al., 1999; Dittmer et al, 2002). Haufig tragen zum Beispiel
Brustkrebszellen auf ihrer Oberflache erbB-2-Rezeptormolekile, die sich aufgrund
genetischer Veranderungen fehlverhalten (Slamon et al., 1987; Yarden und Ullrich
1988). Andere Onkogene weisen Stérungen innerhalb der Signalkaskade im
Zytoplasma auf. Als Beispiel hierfur ist die Familie der ras-Onkogene zu nennen.
Proteine mutierter ras-Gene melden unablassig stimulatorische Signale an
nachgeschaltete Proteine innerhalb der SOS-Ras-Raf-MAP-Signalkaskade weiter
(Medema und Bos, 1993; Giancotti und Ruoslahti, 1999). Aktiv verdnderte Ras-
Proteine treten bei ca. 30-35% aller Tumoren des Menschen auf, darunter Karzinome
von Dickdarm, Lunge und Bauchspeicheldrise (Hall et al., 1983; Kinzler und
Vogelstein, 1996; Downward et al., 1998). Eine andere Klasse von Onkogenen
beeinflusst die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Zu dieser Klasse
gehdren die myc-Onkogene (Grandori und Eisenman, 1997). Eine erhohte
Konzentration von Myc-Proteinen in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren zeigt sich
besonders haufig bei malignen Veranderungen des butbildenden Systems (Dang,
1989). In der Tab. 1 werden Beispiele von Proto-Onkogen-Alterationen bei

menschlichen Tumoren aufgefuhrt:
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Tab. 1 Beispiele von Protoonkogen-Alterationen bei menschlichen Tumoren (modifiziert nach
Kolb und Reilly, 1999, Wrba 1997).

‘Gen HTumor ‘
‘Sis HGIiobIastom ‘
‘int-2 HMamma-, Kopf-/Halskarzinom ‘
‘erbB-ll EGFR HGIiobIastome, Plattenepithelkarzinome ‘
‘erbB-Z/her-Z/neu HMamma-, Ovarial-, Bronchialkarzinom ‘
‘Ret HSchiIddrUsenkarzinom ‘
‘Ros HGIiobIastom ‘
‘Trk HSchiIddrUsenkarzinom ‘
‘H-ras HLungen-, Kolon-, Pankreaskarzinom ‘
‘K-ras HMeIanom, Schilddrisenkarzinom, AML, ALL ‘
‘N-ras HMeIanom, Schilddriisen-, Harnblasenkarzinom ‘
‘Src HKoIonkarzinom ‘
[Abl lemL |
‘Myc HBURKITT* Lymphom, Bronchial-, Zervix-, Mammakarzinom ‘
‘L-myc HBronchiaIkarzinom ‘
‘N-myc HNeurobIastom, kleinzelliges Bronchialkarzinom ‘
‘Myb Hkolorektales Karzinom ‘
‘Ets HLymphome, Leukémien ‘
CyclinD/prad-1 Mammakarzinom

Ebenso kann es infolge inaktivierender Mutationen von Tumorsuppressorgenen
entweder zu unkontrolliertem Zellwachstum und Zelltod oder zum Ausbleiben der
zelleigenen DNA-Reparatur kommen (Casey et al., 1991). Man unterscheidet bei den
Tumorsuppressorgenen anhand der Funktionsweise ihrer Genprodukte zwei
Klassen: ,Gatekeeper‘-Gene und ,Caretaker‘-Gene. ,Gatekeeper‘-Gene wurden bei
verschiedenen erblichen Tumoren auf Zellart-spezifischer Basis definiert. Sie
kodieren i. d. R. fur Proteine, die die Proliferation hemmen bzw. Apoptose einleiten.
Ein wichtiger Vertreter dieser Guppe ist das Tumorsuppressorgen p53, das bei ca.
50% aller Tumoren beteiligt ist (Harris, 1996). Die zweite Klasse bilden sog.
,Caretaker‘-Gene, deren Genprodukte Einfluss auf die DNA-Replikation und —
Reparatur nehmen. Der Ausfall ihrer Funktion bedingt eine erhdhte Mutationsrate in
den betroffenen Zellen, wodurch die schnelle Progression solcher Tumoren erklart
wird (Loeb 1991; 1998). Dazu gehért z. B. das erbliche nicht mit Polyposis coli
assoziierte Dickdarmkarzinom (HNPCC) (Kinzler und Vogelstein, 1996). Weitere
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,Caretaker“-Tumorsuppressorgene sind die sog. Brustkrebsrisikogene BRCA1 und

BRCAZ2. Die Tab. 2 stellt eine Auswahl bekannter Tumorsuppressorgene dar:

Tab. 2 Beispiele von Tumorsuppressorgenen (Kolb und Reilly, 1999; Wrba, 1997)

Gen chromosomale Funktion/Lokalisation des mit Funktionsverlust assoziierte Tumoren
Lokalisation Produkts

Rb 13g14 TF Retinoblastom, Osteosarkom, Karzinome
von Mamma, Harnblase u. Lunge

p53  |[17p13 ITF |multiple, LI-FRAUMENI* Syndrom

APC 5921 Signaltransduktion Kolon-, Prostatakarzinom, familiare
Adenomatose

MCC 5921 Zytoplasma Kolon-, Prostatakarzinom, familiare
Adenomatose

IDCC  |[18g21 ||Zelladhasion ||Kolon-, ©sophaguskarzinom |

WT-1  |[11p13 ITF |WILMS* Tumor, Denys-Drash* Syndrom |

VHL 3p25 Transkriptionsregulation, VON-HIPPEL*-LINDAU* Syndrom,

Elongation Nierenzellkarzinom

BRCA-1 ||17g21 TF hereditare (sporadische) Mamma- u.
Ovarialkarzinome

BRCA-2 ||13912-gq13 TF hereditare (sporadische)
Mammakarzinome

lhMSH2 |[2p16

| DNS-Reparaturenzym

||Kolonkarzinom |

lhPMS1 |[2931-933

|IDNS-Reparaturenzym

|[Kolonkarzinom |

[hMLH1 |[3p21-p23

| DNS-Reparaturenzym

|| Kolonkarzinom |

1.1.1 Brustkrebsrisikogene: BRCA1 und BRCA2

Brustkrebs ist in den meisten industrialisierten Landern die haufigste

Krebserkrankung und Krebs-Todesursache der Frau. Weltweit wird pro Jahr bei ca. 1
1993). In
Deutschland erkranken jahrlich ca. 50.000 Frauen (Nestle-Kramling et al., 2001).

Million Frauen Brustkrebs diagnostiziert (Kelsey und Horn-Ross,

Etwa die Halfte aller Brustkrebsfalle tritt nach dem 60. Lebensjahr auf und ist durch
das Geschlecht, Lebensalter bzw. verschiedenste Risikofaktoren (Hormonpraparate,
erste Menstruation) bedingt. Die Mehrzahl der Brustkrebsfalle, ca. 75%, tritt
sporadisch, d.h. ohne erkennbaren familiaren Hintergrund auf (Kelsey und Horn-

Ross, 1993).

In Fallen, wo Brustkrebs in einem ungewdhnlich frihen Alter auftritt, wird eine
angeborene, genetische Disposition als Ursache fir die Erkrankung vermutet. Dies
trifft bei ca. 5-10% der familidren Krebserkrankungen zu (Holzman und Marteau,

2000). 1984 konnten Williams und Anders mit Hilfe der Segretationsanalyse erste
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eindeutige Beweise flr das Vorliegen einer genetischen Disposition durch sog.
Brustkrebsrisikogene mit hoher Penetranz erbringen. Dieses Modell wurde durch die
Sequenzierung von BRCAL 1994 und BRCA2 1995 verifiziert. Beide Gene erhdhen
aulRerdem das Risiko fur Ovarial-(Eierstock)-Krebs (Miki et al. 1994; Wooster et al.,
1995).

Die Gene BRCA1 und BRCA2 werden autosomal-dominant vererbt, d.h. es reicht die
fehlerhafte Genkopie eines Elternteils, um das erhdhte Krankheitsrisiko zu tragen.
Das BRCA1-Gen wurde auf dem langen Arm des Chromosom 17921 lokalisiert und
besteht aus 24 Exonen (Rahman und Strattoin, 1998). Statistische Untersuchungen
haben gezeigt, dass das Gen fur ca. 20-40% der genetisch bedingten
Brustkrebserkrankungen verantwortlich ist, wodurch das Brustkrebsrisiko deutlich
erhéht wird (Ford et al., 1994). Analog zu BRCAL1 fiihren auch Mutationen im
BRCA2-Gen zu einer starken Erh6hung des Brustkrebsrisikos. BRCA2 wurde auf
dem langen Arm von Chromosom 13g12-13 lokalisiert (Rahman und Strattoin 1998).
Es besteht aus 27 Exons und ist fir ca. 35% aller genetischen Brustkrebsfalle
verantwortlich (Wooster et al.,, 1995). Mutationen im BRCA2-Gen sind auch bei

Mannern mit Brustkrebs nachgewiesen worden (Ford et al., 1998).

Weltweit wurden seit der Identifikation der Gene BRCA1 und BRCA2 zahlreiche
Mutationsanalysen durchgefuhrt. Die Mutationen sind Uber die gesamte kodierende
Gensequenz verstreut. Die Ergebnisse zeigen Uber 600 verschiedene
Veranderungen im BRCA1- und BRCA2-Gen (Ford et al., 1998). Eine Mutation in
einem dieser beiden Gene bedeutet ein gegenuber der Durchschnittsbevélkerung
(10%) stark erhohtes Risiko (50-80%) an Brustkrebs zu erkranken (Froster et al.,
2003). Zu den héaufigsten Mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen gehoren die
.frameshift’-Mutationen, gefolgt von ,nonsense®- und ,missense“-Mutationen und
Mutationen von Spleil3-Signalsequenzen. Fast 90% dieser Mutationen gehen mit
einer Verkurzung (,Trunkierung”) oder vollstindigen Abwesenheit des kodierenden
Proteins einher (Collins et al., 1995; Couch und Hartmann, 1998).

Da unterschiedliche Mutationen eine unterschiedliche Penetranz besitzen, kann nicht
genau gesagt werden, wie hoch das tatsachliche Brustkrebsrisiko einer
Mutationstragerin ist. Die Wahrscheinlichkeit mit der eine Gentragerin fir eine

erbliche Krebsdisposition tatsachlich Symptome entwickelt, hangt vom jeweiligen
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Krankheitsbild, sowie der Art und Lage der Mutation innerhalb eines Gens ab (Culver
et al., 2000). Um die Uberlebensaussichten potentieller Krebsrisikopatienten zu
verbessern ist es wichtig, frihzeitig genetische Veranderungen zu erkennen (Schork
et al., 2000). Dies konnte mit molekulargenetischen Untersuchungen ermoéglicht
werden. Nach offiziellen Hochrechnungen sollte es in Zukunft méglich sein, durch die
frihzeitige Brustkrebs-Analyse, 3000 bis 4000 Todesfélle jahrlich zu vermeiden
(Schulz et al., 2002).

1.2 Somatische und hereditare Mutationen

Allen malignen Tumoren gemeinsam, den hereditdren wie den somatischen, ist eine
erhbhte genomische Instabilitat. Hereditare, d.h., vererbte genetische Defekte
beruhen darauf, dass der genetische Defekt in der Keimzelle eines Elternteils
weitervererbt wird. Abhangig von dem betroffenen Gen und seiner Funktion kann
dies zur vorzeitigen Tumorentwicklung fuhren (Fearon und Vogelstein, 1990). Die
Keimbahnmutation betrifft zun&chst nur ein Allel und hat i.d.R. noch keine
Auswirkungen. Es zeigt sich die gleiche schrittweise genetische Veranderung wie bei
den spontanen Krebserkrankungen. Aufgrund des genetischen Defektes eines Allels
besteht jedoch ein deutlich htheres Risiko durch weitere Mutationen im zweiten Allel
die Proliferation eines veranderten Zellklons zu steigern (Bartam et al.1999).
Erkrankungen, die auf monogen vererbten Gendefekten beruhen sind sehr selten
Ursache einer Krebserkrankung (Hoover, 2000). Der tiberwiegende Teil resultiert aus
dem Zusammenspiel von Umweltfaktoren und Anfélligkeitsgenen, sog.
Krebsrisikogenen (Hoover, 2000). Einem Review in Science zufolge sind ererbte
Mutationen in Keimzellen nur fir ca. 4-13% aller Krebserkrankungen verantwortlich
(Peltomaki et al., 1993).

In den meisten Fallen sind es exogene Faktoren (Alter, Erndhrung, Umwelteinflisse,
ionische Strahlung), die die somatische Tumorentstehung initiieren und foérdern (Reit
et al.,, 1991; Perera, 1997; Perera und Weinstein, 2000). Die Tumorerkrankung
entwickelt sich unter normalen Lebensumstanden, z. B. durch Einflisse, die die DNA
direkt schadigen. Die dadurch hervorgerufenen ,spontanen“ Mutationen in der DNA
werden nachfolgend bei jeder Mitose an alle folgenden Zellen weitergegeben. Der
Umfang der genetischen Veranderungen hangt von dem Entwicklungsstadium der

Zelle ab, in dem die Mutation aufgetreten ist (Hanahan und Weinberg, 2000). Die
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epidemiologische Arbeit von Lichtenstein et al. belegt, dass der Einfluss nicht
genetischer Faktoren auf ca. 58-82% geschatzt werden kann (Lichtenstein et al.,
2000).

1.3 Préadikitive molekulargenetische Diagnostik

Die ldentifikation des genetischen Codes innerhalb der Medizin erdffnet heute die
Moglichkeit zur pradiktiven genetischen Diagnostik, d.h. der Untersuchung gesunder
Verwandter auf eine Anlage hin, die zur Krebserkrankung im weiteren Leben
disponiert. Sobald eine krankheitsrelevante Genvariante identifiziert ist, lassen sich
die Dbetreffenden  Strukturveranderungen mit  Hilfe  molekulargenetischer
Untersuchungen, sog. ,Gentests®, untersuchen (Baird, 2000). Diese
vorausschauenden Untersuchungen erlauben es, Personen zu erkennen, die noch
nicht krank sind (z.B. beim familiaren Brustkrebs). Sie haben zum Ziel,
Krankheitsveranlagungen vor deren Manifestation bzw. vor dem Einsetzen schwerer

Symptome zu diagnostizieren (Feuerstein und Kollek, 2000).

Durch die Identifzierung des humanen genetischen Codes und der Entschliisselung
der ca. 3,2 Millarden Basenpaare, stehen den Wissenschaftlern die genetischen
Sequenzen durch zugangliche Datenbanken (NCBI) zur Verfigung (Strachan und
Read 1999; Venter et al., 2001). Die erhaltenen Sequenzen zeigen aufgrund
endogener und exogener Einflisse eine grofe Anzahl von natirlich vorkommenden

Heterogenitaten, die die Individualitdt des Menschen begrinden (Kirk et al., 2002).

Genetische Heterogenitaten treten entweder spontan durch Mutationen oder aber
auch durch Vererbung auf. Man bezeichnet sie als ,Polymorphismen”. Die
einfachsten Polymorphismen, bei denen nur eine Base, sog. Punktmutationen,
ausgetauscht ist, werden als “single nucleotide polymorphisms” (SNP’s) bezeichnet
(Sachidanandam et al., 2001). Auf Wiederholungen oder Auslassungen (Deletion)
von DNA-Abschnitten basierende Polymorphismen sind bekannt als “simple tandem
repeats” (STR’s oder Mikrosatelliten) oder “variable number of tandem repeats”
(VNTRs oder Minisatelliten) (Murray et al., 1994; Schork et al., 2000).

Statistisch treten in der humanen DNA genetische Polymorphismen (SNP’s) mit
einer Haufigkeit von ca. 1:1000 auf (Venter et al., 2001). In Exon-Regionen wird ihre

Haufigkeit mit 1:500 angegeben, wahrend sie in den Intron-Regionen mit einer
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Haufigkeit von ca. 1:2000 vorkommen (McPerson et al., 2001). Im September 2001
lagen dber 1,4 Millionen identifizierte SNP's im humanen Genom vor
(Sachidanandam et al., 2001; Jenkins und Gibson, 2002). Da viele SNP's direkt mit
Krankheiten assoziiert werden, sind sie innerhalb der medizinischen Diagnostik als
sog. ,Marker®, von groRer Bedeutung. In den letzen Jahren wurde deshalb eine
gro3e Anzahl weitreichender SNP-Analyseverfahren entwickelt, von denen einige

hier beschrieben werden (Brown, 1999).

1.3.1 Entwicklungstechnologien in der SNP-Analyse

Die in der Molekularbiologie bedeutsamste und alteste Methode der DNA-Analyse,
ist die enzymatische Sequenzierung nach Sanger und die chemische Sequenzierung
nach Maxam & Gilbert (Maxam und Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977). Mit Hilfe
dieser Analyseverfahren lassen sich die Basen der DNA-Sequenz und somit
Polymorphismen bzw. Mutationen in ihrer genauen Abfolge definieren. Aufgrund des
technischen Fortschrittes hinsichtlich der Sequenzierungsautomatisierung, wurde die
Sequenzierung nach Maxam & Gilbert durch die Sanger-Sequenzierung immer
starker verdrangt. Statt polymerisierter Gele auf Glasplatten erfolgt die
Sequenzierung heute gréf3tenteils in Glaskapillaren mit linear polymerisierten Gelen,
der sog. ,Kapillarelektrophorese®. Durch diesen Fortschritt konnte die Leseweite der

Basenanordnung auf bis zu 1000 bp erweitert werden (Mitchelson,2001).

DNA-Konformationsanalysen, zu denen die  Einzelstrang-Konformations-
Polymorphismen-Analyse ,SSCP*, die denaturierende Gradientengelelektorphorese
,DGGE"“ und die Temperaturgradientengelelektrophorese ,TGGE" zahlen, werden
heute eher selten angewandt (Borresen et al., 1988; Henco et al., 1994; Orita et al.,
1989). Die entwickelten Methoden beruhen auf der Eigenschaft von DNA, in
Abhé&ngigkeit von Temperatur, Sequenz (Doppel- bzw. Einzelstrang) oder
denaturierendem Agenz (Harnstoff, Formamid) unterschiedliche Sekundar- und
Tertiarstrukturen anzunehmen. Kleinste Anderungen der DNA-Sequenzen fiihren zu
einem veranderten Laufverhalten in dem denaturierenden Polyacrylamidgel. Sie
besitzen eine relativ niedrige Detektionsgrenze flr Mutationen, da ihre Sensitivitat mit
der Lange der DNA-Fragmente (PCR-Produkte kleiner als 100 bp) deutlich abnimmt
(Orita et al., 1989). Ahnliche Sensitivitdtsprobleme zeigen die Mutationsanalysen in

nativen Polyacrylamidgelen, die sowohl in der Doppelstrangkonformationsanalyse
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,DSCA®“ sowie bei der Heteroduplexanalyse ,HA“ verwendet werden (Glavac und
Dean, 1995; Aruello et al.,, 1998). Auch hier resultiert das unterschiedliche
Bandenmuster im Gel auf der unterschiedlichen DNA-Konformationen und dem

veranderten Laufverhalten.

Deutlich  sensitiver dagegen sind DNA-Heterogenitatsanalysen (SNP-Allel-
Diskriminierungen)  (Glavac und Dean, 1995). Dazu gehtren die
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse ,RFLP“ die ,realtime-PCR"
(TagMan), die Massenspektroskopie ,MALDI-TOF-MS" sowie die DNA-,chip®-
Analyse. Bei der ,RFLP“-Analyse handelt es sich um eine Methode, die heute mit
Hilfe moderner molekularbiologischer Gerate aktualisiert wurde. Viele SNP's werden
aufgrund einer spezifischen Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym
gespalten. Das Ergebnis der Restriktion wurde urspringlich  mittels
Gelelektrophorese ausgewertet (Pourzand und Cerutti, 1993). Neuerdings werden
die restringierten DNA-Fragmente auch massenspektrometrisch ermittelt, wodurch

die Diagnose schneller und sicherer geworden ist (Jenkins und Gibson, 2002).

Ein breites Anwendungsspektrum in der SNP-Analyse besitzt die Echtzeit-PCR
(,realtime-PCR", ,TagMan-Assay*). Aufgrund veranderter DNA-Schmelztemperaturen
werden Mutationen innerhalb einer Sequenz schnell und sicher detektiert. Durch die
Vorauswahl geeigneter ,primer”, mussen die nachzuweisenden Mutationen allerdings

bekannt sein (Reiser et al., 1999; van den Bergh et al., 2000).

Neben den genannten Methoden wurde in den letzten Jahren ein weiteres Verfahren
entwickelt, welches sich von den bisher beschriebenen Methoden abhebt. Es handelt
sich um die DNA-Massenspektrometrie ,MALDI-TOF-MS*, die auf der Entwicklung
Matrix gestitzter Laserdesorption und lonisation (,matrix assisted laser desorption
ionisation®) beruht und die Bestimmung verschiedenster Molekile auf ihre exakte
molekulare Masse ermdglicht (Karas und Hillenkamp, 1988). In Verbindung mit
einem Flugzeitanalysator (,time of flight, TOF) wird jeder Nukleinsauresequenz eine
spezifische molekulare Gesamtmasse zugeordnet, die sich aus der spezifischen
molekularen Masse der einzelnen Nukleotide zusammensetzt (Humeny et al., 2001,
Jenkins und Gibson, 2002).
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Anfang der 90iger Jahre wurde eine Technologie entwickelt, die im Rahmen der
molekularen Diagnostik vielversprechende und vor allem innovative Mdoglickeiten
hinsichtlich der genetischen DNA-Analyse offerierte. Die Besonderheit dieser
Technologie beruht u.a. darauf, dass die DNA nicht mehr in der Fliussigphase
vorliegt, sondern an einer Festphase immobilisiert ist (Beaucage, 2001). Es handelt
sich um sog. DNA-,chips®, auch DNA-,Mikroarrays“ oder Biochips genannt, deren
Versuchsprinzip auf dem Nachweis fluoreszenzmarkierter komplementérer

Nukleinsduren beruht.

1.3.2 Das Prinzip der DNA-,,chip“-Technologie
Das Prinzip der DNA-“chip”-Technologie basiert auf der Hybridisierung

komplementérer Basen wodurch Basenfehlpaarungen, d.h. Mutationen, in bekannten
DNA-Sequenzen aufgedeckt werden kdnnen (Brown und Botstein, 1999; Schena,
1999). Die DNA-Hybridisierung ist eine molekularbiologische Technik bei der unter
optimalen Versuchsbedingungen zwel einzelstrangige komplementare
Nukleinsaurefragmente aneinander binden wobei die Basen Adenin und Thymin,
sowie Guanin und Cytosin Uber Wasserstoffbrickenbindungen Duplexe formen
(Hames und Higgins, 1988). Das Ergebnis dieser Hybridisierung kann entweder
direkt durch fluoreszenzmarkierte DNA-Targetmolekile oder einer indirekten
enzymatischen-fluoreszenzgekoppelten Reaktion im Fluoreszenzdetektor dargestellt

werden.

Beeinflusst wird die Stabilitat der DNA-Duplexe durch die DNA-Schmelztemperatur,
lonenstarke, Losungsmittel (Formamid) und Anzahl der Basenfehlpaarungen
(“mismatche”) in der DNA-Sequenz. Der Einfluss der DNA-,mismatche” ist nicht nur
von der Anzahl, sondern auch von der Verteilung der Basenfehlpaarungen in der
Sequenz abhangig. Sind die Basenfehlistellungen auf eine Region beschrénkt, so
bleibt das Hybrid relativ stabil. Verteilen sie sich dagegen Uber die Sequenz, wird es
instabil (Herning et al., 1991; Gotoh et. al., 1995).

In Abhangigkeit von der Art der immobilisierten DNA-Sonden (cDNA-Molekile bzw.
Oligonukleotide) wird zwischen zwei DNA-,chips® unterschieden: cDNA-,Arrays® zur
Analyse von Genexpressionen und Oligonukleotidarrays zur Analyse von SNP's
(Duggan et al., 1999; Relogio et al., 2002)



Einleitung 13

1.3.3 Aktueller Stand der SNP-,,chip”-Analyse

Aufgrund der Effizienz und Generierung von parallelen und vergleichbaren
genetischen Daten haben Oligonukleotidarrays einen sehr hohen Stellenwert in der
Entwicklung zukinftiger SNP-Analyseverfahren (Sapolsky et al., 1999). Die
Entwicklung hoch sensitiver, zeit- und kostengtinstiger SNP-Analysen hangt im
wesentlichen von den chemisch-physikalischen Eigenschaften der ausgewahlten
Molekile und den Detektionssystemen ab (Jenkins und Gibson, 2002). Derzeit
werden verschiedene Strategien in der DNA-“chip”-Technologie zur Analyse von

somatischen Mutationen eingesetzt und entwickelt.

Als Marktfuihrer ist im Rahmen der Entwicklung innovativer SNP-,chip“-Technologien
die Firma Affymetrix zu nennen, die weltweit seit 1992 DNA-,chips® optimiert und
entwickelt. Aktuell wurde 2003 ein SNP-,chip“ entwickelte (,Genechip Human
Mapping 10 K Array“), auf dem parallel 10.000 SNP’s im Genom analysiert werden
kénnen (Affymetrix, 2003).

Die Weiterentwicklung der Sequenzierung, sog. Mini-Sequenzierung auf dem
Oligonukleotidarray (,primer extension®), ermdglicht heute ebenfalls die schnelle und
parallele Analyse und Diagnostik vieler DNA-Proben (Khrapko et al., 1991). Im
Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung erhdlt man hier keine langen DNA-
Sequenzen, denn der eingesetzte ,primer”, der direkt vor dem zu bestimmenden
Nukleotid an die Zielsequenz bindet, wird im Allgemeinen nur um ein oder zwei
Nukleotide verlangert (Humeny et al.,, 2001). Die Oligonukleotidarrays werden mit
unterschiedlichen ,primern“ belegt, die jeweils fur eine definierte Mutation stehen.
Genomische DNA-Fragmente, die als ,targets” dienen, werden zuvor in der
Multiplex-PCR amplifiziert, um anschliellend auf dem ,Array“ mit komplementaren
DNA-Sequenzen zu hybridisieren. Das Ergebnis homozygoter und heterozygoter
DNA wird mit Hilfe der spezifischen ,primer extension® diagnostiziert (Pastinen et al.,
1997). Der Vorteil der ,Minisequenzierung® liegt darin, dass eine optimale
Diskriminierung  heterozygoter und  homozygoter  Oligonukleotide  unter

Standardbedingungen erfolgen kann (Syvénen et al., 1993).

Der Biosensor-,chip” beruht auf dem Prinzip der ,Oligonukleotid-Ligation” (,ligase-
detection reaction”, LDR). Zhong et al. entwickelten diese ,Multiplex-SNP-Detektions-

Methode” auf einem beschichteten Siliconchip. Definierte Oligonukleotide werden
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kovalent auf der Slideoberflache gebunden und mit einem Gemisch biotinylierter
Proben, eine fur jeden SNP, und einer thermostabilen DNA-Ligase inkubiert. Durch
die Ligation biotinylierter DNA-,target“-Proben mit komplementaren Oligonukleotiden
kbnnen homozygote DNA-Sequenzen anschlieBend mit Hilfe eines Detektors
(Digital-Kamera) auf dem ,Array“ sichtbar gemacht werden. Der Test ist extrem

robust, hoch sensitiv und sehr flexibel einzusetzen (Zhong et al., 2003).

Die beschriebenen DNA-Mutationsanalysen zeigen technikspezifische Vor- und
Nachteile auf. Die Hauptproblematik der heutigen SNP-Diagnostik liegt bei allen
Untersuchungen in der hohen benotigten Spezifitat der Allel-Diskriminierung, vor
allem bei Tumoren, in denen Zellen mit einem genetischen Defekt in geringer Zahl
vorliegen (Hatch et al., 1999). Die meisten Mutationen lassen sich nur dann effektiv
nachweisen, wenn das Verhéltnis mutierter Allele Uber 5% liegt, bzw. die Mutationen
mit Hilfe der SNP-Analyse oder aufgrund bekannter erblicher Veranlagung
nachweisbar sind (Ladner et al., 2001). Der frihe Nachweis mutierter Allele in einem
hohem UberschuB von Wildtypallelen ist im Rahmen der Krebsfriiherkennung

ausschlaggebend (Brown, 1999).

Ladner et al. entwickelten in diesem Zusammenhang eine besonders sensitive und
spezifische Technologie. Es handelt es sich um einen universellen DNA-,Mikroarray*,
basierend auf ,LDR"“-Technolgie und der “rolling circle" Amplifikation (Ladner et al.,
2001). Entsprechend der ,LDR*-Technologie wird genomische DNA mit Hilfe der
PCR amplifiziert und ligiert. Punktmutationen werden durch definierte ,primer”
erfasst. Zusatzlich besitzen die ,primer” am 5°-Ende eine Erkennungsadresse. Diese
ist fir jede eingefligte Mutation eines ,primers” unterschiedlich definiert (Gerry et al.,
1999). Der DNA-Gegenstrang enthalt am 5°Ende einen ,rolling circle primer”. Kommt
es zur Hybridisierung komplementarer DNA-Sequenzen, kann das ,LDR”-Produkt mit
den Erkennungsadressen auf dem Mikroarray hybridisieren und den ,rolling circle
primer” aktivieren. In Verbindung mit einem fluoreszenz-markierten Oligonukleotid,
welches das Signal verstarkt, werden positive Sequenzen im Fluoreszenzdetektor
erkannt (Ladner et al., 2001). Durch die Kopplung der ,rolling circle” Amplifikation
kommt es zur positiven Signalverstarkung, wodurch sehr schwache Signale erkannt

werden.
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1.3.4 DNA-,,mismatch”-bindende Proteine: MutS und MutM

Unter dem Aspekt der frihzeitigen Detektion somatischer Mutationen wurde 1995
eine Methode entwickelt, in der DNA-,mismatch“-bindende Proteine (MutS, MutM),
Basenfehlpaarungen in der DNA-Sequenz erkennen. Diese Methode, die im
Unterschied zu den bisherigen Technologien nicht in der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, sondern auf einer Nitrocellulosemembran erfolgte, stellt einen viel

versprechenden Ansatz dar (Wagner et al.,1995).

DNA-,mismatch“-bindende Proteine gehoren zum DNA-,mismatch”-Reparatursystem
(MRS) und verhindern die Rekombination nicht homologer DNA-Strdnge und die
Entstehung von Mutationen aus Basenfehlpaarungen und nicht gepaarten DNA-
Schleifen (,loops”) (Modrich, 1991; Modrich, 1997; Tachiki et al., 2000). Eines der am
besten charakterisierten DNA-,mismatch“-Reparatursysteme ist der MutH,L,S-
Enzym-Komplex in E. coli. Das Reparatursystem besteht aus einem komplexen
System von Proteinen: (MutS, MutH, MutL, DNA-Helicase Il, SSB (,single strand
binding protein“), DNA-Ligase, DNA-Polymerase, Exonukleas VII und Exonuklease
), in dem dem Protein MutS eine besondere Funktion zukommt (Brown et al., 2001).
Es erkennt und bindet in einem ersten Schritt fehlgepaarte DNA (DNA-,mismatches®)
und leitet in einem zweiten Schritt die enzymatische Kaskade durch Aktivierung der
Proteine MutH und MutL ein, die unter Zusammenwirkung weiterer Hilfsproteine die
DNA regenerieren (Harfe und Jinks-Robertson, 1999; Joshi et al., 2000). Homologe
MutS und MutM Proteine konnten in nahezu allen Organismen nachgewiesen
werden. In humanen Zellen wurden defekte MutS-homologe Proteine (hMSH2) im
Zusammenhang einer gehéauften Krebsanfélligkeit beim hereditaren nicht polyposen
Coloncarcinom (HNPCC) beschrieben (Yang W, 2000; Acharya et al. 2003).

Das eukaryotische Protein MutS ist ein vielseitiges und besonders temperaturstabiles
(>80°C) Reparaturprotein, welches nicht nur in der Lage ist verschiedenartige
Basenpaarfehlstellungen (,mismatches) zu erkennen, sondern auch an
Einzelstrang-,loops® (bis zu 4 Basen) bindet (Takamatsu et al., 1996). Es handelt
sich um ein 91,4 kDa-Protein, welches aus drei Strukturdomanen besteht: der A-
Doméane (N-Terminus), von der angenommen wird, dass sie zusammen mit der
zentralen Doméne einen Einflul3 auf die DNA-,mismatch®-Bindungsaffinitat hat, einer

B-Doméane, die eine unspezifische DNA-Bindungsaktivitat besitzt und die Protein



Einleitung 16

Proteininteraktion (Dimere) stabilisiert und einer C-Doméane (C-Terminus), die im
Zusammenhang mit der schwachen ATPase, fehlgepaarte Basen spezifisch erkennt
(Tachiki et al., 2000). Die spezifische Bindung an DNA-Fehlpaarungen
(,mismatches®) ist reguliert durch den Konformations-Status des Proteins und der
ATP-Bindungs- bzw. -Hydrolyse-Aktivitdt (Joshi und Rao, 2002). Mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Untersuchungen konnte 1997 gezeigt werden, dass das
Protein als Homodimer an Heteroduplex-DNA bindet (Allen et al., 1997; Galio et al.,
1999). Neuere Gel-Filtrations-Studien zeigten weiterhin, dass MutS-Dimere in

Abhé&ngigkeit von der Konzentration gebildet werden (Bjornson et al., 2000).

Im Rahmen wissenschaftlicher Arbeiten wurden verschiedene Experimente beziiglich
der Bindungsaffinitat des Proteins MutS durchgefuhrt (Harfe und Jinks-Robertson,
1999; Tachiki et al., 2000; Lamers et al., 2003; Selmane et al., 2003). In den Studien
konnte gezeigt werden, dass MutS eine unterschiedlich starke Affinitdt zu
unterschiedlichen Basenfehlpaarungen besitzt (Jiricny, 1998; Brown et al., 2001). So
bildet es den starksten Komplex mit G/T-Fehlpaarungen und DNA-Einzelstrangen,
wohingegen es mit C/C-Fehlpaarungen weniger starke Komplexe bildet (Su et al.,
1988; Parker und Marinus, 1992). Generell wurden in vivo folgende
Bindungseffizienzen nachgewiesen: GTzGG=CA=AA>TT=TC=AG>CC> (Biswas und
Hsieh, 1997; Brown et al., 2001). Die Ergebnisse konnten durch in vitro Versuche
bestatigt werden: Das Enzym bindet an G/T-Fehlpaarungen besser als an A/C-
Fehlpaarungen (Jiricny et al., 1988). Jones et al. zeigten weiterhin, dass die
Erkennung und Bindung an DNA-Fehlpaarungen (,mismatches“) auflerdem von den
benachbarten Basen innerhalb der Sequenz abhangig ist. Die Bindungseffizienz

steigt mit zunehmendem G/C-Gehalt innerhalb der Sequenz (Jones et al., 1987).

Hinsichtlich der Reaktionstemperatur zeigten weitere Wissenschaftler, dass die
Protein-Bindungsaffinitat stark abhanig ist von der Temperatur: Je hoéher die
Temperatur, umso grofRer ist die Affinitdt (Biswas und Hsieh, 1997; Tachiki et al.,
2000). Dem gegenuber steht die Aussage, dass der MutS-,mismatch“-DNA-Komplex
bei bei htheren Temperaturen (60°C) instabiler ist als bei niedrigeren Temperaturen
(35°C). Wobei die Bindung von MutS bei 60°C an G/T-,mismatches” besonders
spezifisch ist (Takamatsu et al., 1996).
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Ein weiteres, ebenfalls in Thermus thermophilus vorkommendes Protein, welches fur
die Detektion von Basenfehlpaarungen verantwortlich ist, ist das Protein MutM
(Nakahara et al.,, 2000). MutM kodiert fur eine DNA-Glycosilase, die oxidativ
veranderte Formen von Guanin-Basen herausschneidet. Das Protein besteht aus
266 AS und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa. 42% der genetischen
Sequenz stimmen mit dem aus Escherichia coli vorkommenden Protein MutM
Uberein. Es liegt in der Zelle als globulares Monomer vor und ist bei neutralem pH
Wert und einer Temperatur von bis zu 75°C stabil (Mikawa et al., 1998).
Experimentelle Untersuchungen zeigten, dass der Lysin-Rest 155 direkt mit den
nicht-komplementaren Guanin-Basen interagiert. Der genaue Mechanismus ist

allerdings bis heute noch nicht bekannt (Mikawa et al., 1998).

Wie in vitro Versuche zeigten, ermoglichen die Proteine MutS und MutM die
Detektion fehlgepaarter Basen in der DNA. Die Entwicklung eines SNP-
Analyseverfahrens auf der Basis eines DNA-,chips® kombiniert mit DNA-,mismatch®-
bindenden Proteinen, kdnnte deshalb zur frihzeitigen und sicheren Diagnose von
Krebsdispositionen im Rahmen der praventiven Diagnositk fuhren (Wagner et al.,
1995).
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2 Zielsetzung

Die Aufklarung genetisch bedingter Krebsdispositionen eroffnet der Medizin eine
vollig neue Dimension der Krankheitsprdvention. Im Rahmen der
Krebsfriherkennung kann dadurch vor allem Menschen mit einem hohem

Krebsrisiko friihzeitig geholfen werden.

Trotz wissenschaftlicher und technischer Fortschritte ist die Durchfiihrung
molekularbiologischer Mutationsanalysen (SNP’s) immer noch recht aufwendig. Im
Rahmen der Krebsfriiherkennung sind vor allem hoch sensitive und spezifische SNP-
Analysen zukunftsweisend. Die Mdglichkeit geringfligige somatische Mutationen in
der Zelle bei einem UberschuR an Wildtypallelen friihzeitig zu identifizieren, wiirde

die Krebsdiagnostik mal3geblich unterstitzen.

Die Entwicklung sog. “DNA-“chips” verspricht die genetischen Untersuchungen
aufgrund der Parallelisierung von Proben auf dem “chip” zu erleichtern und die dafur
benotigte Zeit deutlich zu verkirzen. Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, einen DNA-
Chip zu entwickeln, auf dem frihzeitige somatische Mutationen in Brustkrebsgenen
erkannt werden. In einem ersten Schritt soll die prinzipielle Eignung prokaryotischer
DNA-,mismatch”-bindender Proteine Uberprift werden. Dafiir werden die Proteine

MutS und MutM kloniert und mit einem myc-“tag” modifiziert

Das eingefiigte myc-,tag“ soll als immunologische Erkennungsequenz dienen,
welche nach Bindung des myc-MutS-/ myc-MutM-Proteins an nicht komplementére
DNA-Sequenzen, durch einen spezifischen monoklonalen myc-Antikérper detektiert
wird. Als in vitro Substrat fur die Bindung von myc-MutS sollen sog. DNA-“chips”
eingesetzt werden, die kurze DNA-Sequenzen des wichtigsten
Brustkrebspradispositionsgens BRCA1 enthalten. Die Bindung von myc-MutS und
myc-MutM wird mit Hilfe einer immunologischen fluoreszenzgekoppelten Kaskade
sichtbar gemacht. Sie erzeugt nur dann ein Signal, wenn eine Mutation (DNA-

,mismatches”) in der DNA-Sequenz vorliegt.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad bezogen. Soweit nicht

anders beschrieben, wurden die Losungen und Puffer mit A. bidest angesetzt und

der pH-Wert mit HCI oder NaOH eingestellt.

Chemikalien/ Lésungen Hersteller Bezugsort
Agar Q-Biogene Heidelberg
Acrylamid 30% Roth Karlsruhe
Agarose Boehringer Ingelheim Heidelberg
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich Deisenhofen
Ampicillin Boehringer Ingelheim Heidelberg
BSA Sigma Aldrich Deisenhofen
Bromphenolblau Aldrich-Chemie Steinheim
Calciumchlorid Sigma-Aldrich Deisenhofen
Di-Natriumhydrogenphosphat- Sigma-Aldrich Deisenhofen
Dihydrat
DTT Sigma-Aldrich Deisenhofen
DOC Sigma-Aldrich Deisenhofen
EDTA Sigma-Aldrich Deisenhofen
EGTA Sigma-Aldrich Deisenhofen
Ethanol, absolut Roth Karlsruhe
Ethidiumbromid Boerhringer Ingelheim Heidelberg
Eisessig Roth Karlsruhe
Glycin Roth Karlsruhe
Glycerin Roth Karlsruhe
Hefeextrakt Becton Dickinson Heidelberg
Hi-Di-Formamide AppliChem Darmstadt
Imidazol Sigma-Aldrich Deisenhofen
IPTG Sigma-Aldrich Deisenhofen
Kaliumchlorid AppliChem Darmstadt
LiChrosolv-Wasser Merck Darmstadt
Magnesiumacetat Merck Darmstadt
Magnesiumchlorid J.T. Baker Griesheim
Mercaptoethanol Gibco/ Life Technologies Eggenstein
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Methanol Roth Karlsruhe
Milchpulver AppliChem Darmstadt
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat- Sigma-Aldrich Deisenhofen
Dihydrat
Natriumhydrogencarbonat Merck Darmstadt
Salzsaure, konz. J.T. Baker Griesheim
SDS Sigma-Aldrich Deisenhofen
Saccharose Merck Darmstadt
Tris Sigma-Aldrich Deisenhofen
Triton-X-100 Sigma-Aldrich Deisenhofen
Tween-20 Sigma-Aldrich Deisenhofen
TEMED Sigma-Aldrich Deisenhofen
Trinatriumcitrat-Dihydrat Merck Darmstadt
Trypton Becton Dickinson Heidelberg
3.2 Gerate

Agarose-Elektrophoresekammer (Fisherbrand)

Analysenwaage (IKA-Werke)

Brutschrank (New Brunswick Scientific)

Blot-Kammer (BioRad)

Elektrophorese—Minikammer (BioRad)

Slot Blot Kammer (BioRad)

Thermoblock (Eppendorf)

Thermocycler GeneAmp PCR-System 9700 (Applied Biosystems)

Trockenschrank (Heraeus)

Varioklav Dampfsterilisator (H&P)

Zentrifuge (Eppendorf)
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,GeneTAC Hybridisation Station® (Perkin Elmer)
Labortaumler DUMAX 1030 (Heidolph)
Sonopuls GM 70 (Bandelin)

3.3 Stammldsungen und Puffer

Haufig verwendete Puffer sind im folgenden Abschnitt aufgefuhrt. Losungen und
Puffer, die fur spezielle Methoden bendtigt wurden, sind an entsprechender Stelle im
Methodenteil beschrieben.

1x TBS-Puffer
20 mM Tris-HCI

150 mM NaCl
pH 7,5

50x TAE-Puffer

2 M Tris-Acetat
0,05 M EDTA
pH 7,4

20x SSC-Puffer

3 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

3.4 Medien

Die Anzucht des Bakterienstammes Thermus thermophilus erfolgte unter speziellen
Kulturbedingungen (www.dsmz.de). Die E. coli-Stamme (DH5a und BL21 Gold)

wurden unter Standardbedingungen kultiviert.


www.dsmz.de
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Thermus thermophilus-

Kulturmedium

2 g NaCl
8 g Polypepton
4 g Hefeextrakt
ad 1| Aqua dest.
pH 7,0

autoklavieren

LB-Medium/ LB-Agar

E. coli-

10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
20 g Agar
ad 1| Aqua dest.

autoklavieren

pH 7,0

3.5 Organismen und Vektorsysteme

3.5.1 Organismen

Fur die Klonierungsexperimente wurde der Bakterienstamm Escherichia coli DH5a

kultiviert. Zur Expression wurde der Escherichia coli-Stamm BL21-Gold (DES3)

eingesetzt.

Bakterienstamm

Charakterisierung

Referenz

E. coli DH5a

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recA
deoR araD139 A(ara-leu) 7697
galU gal/K rpsL (StrR) endAl
nupG

Klonierungsstamm
(Invitrogen)

E. coli BL21-Gold (DE3)

E. coli BF-ompT hsdS(rB--mB)
dcm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte

Expressionsstamm
(Stratagene)

3.5.2 Vektorsysteme

Folgende Vektoren

wurden fur die Klonierungsexperimente

in dieser Arbeit

verwendet:
Vektor Charakterisierung Referenz
TOPO-TA Klonierungsvektor Invitrogen
pCAL-n Expressionsvektor Stratagene
puC 18 Kontrollvektor Stratagene
pGEM Sequenziervektor Perkin Elmer
PQE-myc-Mss4 Expressionsvektor AG Prof. A. Barnekow
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3.6 Enzyme und Testsysteme

Die Verwendung der Enzyme und Testsysteme erfolgte nach Angaben

Herstellers.

3.6.1 Enzyme

Alle Enzyme wurden bei —20°C gelagert.

des

Enzyme Hersteller Bezugsort
TagPlus Precision Stratagene Amsterdam
T4 DNA Ligase Promega Mannheim
Restriktionsendonuklease Hindlll NEB Frankfurt
Restriktionsendonuklease EcoRI NEB Frankfurt
Restriktionsendonuklease Ndel NEB Frankfurt
Lysozym Sigma-Aldrich Deisenhofen
Restriktionsendonuklease Dralll NEB Frankfurt
Pfu-DNA-Polymerase Promega Mannheim
HotStar-Tag-DNA-Polymerase Qiagen Hilden
3.6.2 Testsysteme
Testsysteme Hersteller Bezugsort
,BigDye-Sequenzier Kit* Perkin Elmer Weiterstadt
»QIAquick Gel Extraktion Kit* (250) Qiagen Hilden
“QlAquick PCR Purification Kit” (250) Qiagen Hilden
“High Speed Plasmid Kit” Qiagen Hilden
“MiniPrep Express Matrix” Bio101, Inc. USA
“Affinity Protein Expression and Purification Stratagene Amsterdam
System”
“Affinity CBP Fusion Protein Detection Kit” Stratagene Amsterdam
“TOPO TA Cloning Kit” Invitrogen Karlsruhe
»,DNA Isolierungs Kit" Qiagen Hilden
»ECL-Detektionssystem* Amersham Braunschweig
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3.7 Antikorper

Fur die immunologischen Nachweise wurden folgende Antikorper verwendet:

Primarantikorper Hersteller Bezugsort
a-myc (monoklonal) AG Prof. A. Barnekow Miinster
Sekundarantikorper Hersteller Bezugsort

a-Maus-POD (polyklonal) Amersham Braunschweig
a-Streptavidin-Biotin-POD Amersham Braunschweig
a-Maus-Cy3 Amersham Braunschweig
a-Strepatvidin-Cy3 Amersham Braunschweig

3.8 GrofRenstandard

Zur Beurteilung der DNA- und Proteingrof3en wurden folgende GrofRenstandards

eingesetzt:
GroRenstandard Referenz Bezugsort
GeneRuler 1 kb DNA-“ladder” MBI Fermentas St. Leon-Rot
GeneCraft, 100bp-DNA-“ladder” GeneCraft Miinster

“prestained” SDS-PAGE Standard BioRad Miinchen
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3.9 Oligonukleotide fir die PCR

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide der Fa. Gibco/
Invitrogen bestehen aus einer Nukleotidsequenz, die homolog ist zu MutS (NCBI;
Accession-Nr:  D63810) und MutM (NCBI; Accession-Nr:  AB008520). Die
angegebene Hybridisierungsposition (unterstrichen) kennzeichnet die Position in der
cDNA, an der die Hybridisierung beginnt. Die Erkennungssequenz fir das

Restriktionsenzym ist kursiv und fett geschrieben.

Oligonukleotide Sequenz Restriktions- Hybridisierungs-
(5’-3’) enzym position
MutS-for 5-CCG GAA TTC CCG GGG GGT EcoRI nt 641-661
ATG GCG GAG TT-3
MutS-rev 5-CCA AGC TTT TAT CAC CCC Hindlll nt 3079-3103
TTC ATG CTA CCC AG-3
Ndel-MutS-for 5-ATT CGA CAT ATG GGG GGG Ndel nt 641-661
TAT GGC GGA-3’
myc-for 5-TCA GCAGAATTC CCATGG EcoRI nt 56-94
AAC AGA AAT TAATTT CC-3’
MutM-for 5-CCG GAA TTC CCG AGC TTC EcoRI nt 300-321
CCG AGG TGG AG-3
MutM-rev 5-CCA AGC TTT CAC TAG GGG Hindlll nt 1080-1100
CCT TCC CCC TGG CA-3
Ndel-MutM-for 5'-AAT CGA CAT ATG CCC GAG Ndel nt 300-321
CTT CCC GAG GTG-3’
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3.100ligonukleotide zur Sequenzierung

Zur Sequenzierung des amplifizierten und klonierten DNA-Fragmentes MutS wurden

folgende Sequenzier-Oligonukleotide der Fa. Gibco/ Invitrogen verwendet:

Oligonukleotid Sequenz (5-3’)/ Hybridisierungsposition
MutS-Seq 1 5-TCA AGA GCA AAA GTG CCC TG- nt 1143-1163
3
MutS-Seq 2 5-TTC CGC CTC GCC GAC CTG GA- nt 1643-1663
3
MutS-Seq 3 5-CCT GAT CAA AAG GCG CGA nt 2143-2163
GG-3
MutS-Seq 4 5-TCC TGG ACG AGG TGG GCC nt 2643-2663
GG-3
MutS-Seq 5 5-CCC TTT CCG CCT CTA CGA nt 1381-1401
CCC-3
MutS-Seq 6 5-GGC CCG GGA GAA GAA GAG nt 1942-1962
GAC-3’
MutS-Seq 7 5-GGC GCC ACC CGG TGG TGG nt 2331-2351
AGC-3
MutS-Seq 8 5-GCC GGG GGG AAG AGC ACC nt 2561-2581
TTC-3
MutM-Seq 1 5-CGG CGC TTC GGG CGC CTC nt 594-617
TTT GG-3

3.110ligonukleotide zur DNA Hybridisierung

Zur Hybridisierung homologer und heterogener DNA-Doppelstrange (“perfect match”/
“‘mismatch”) wurden synthetische Oligonukleotid-Sonden und —,targets® verwendet
(Wagner et al. (1995).

Bezogen wurden die 30 bp DNA Fragmente von der Firma Gibco/ Invitrogen. In den
Hybridisierungsexperimenten lag fur die DNA-Sonde sowohl das komplementére
DNA- target® (,perfect match“), als auch drei, durch jeweils einen definierten
Basenaustausch nicht-komplementare (,mismatches®) DNA-, targets“ vor. Die in den
Experimenten eingesetzten Sonden und ,targets“ enthielten, abhangig von der

Methode, unterschiedliche Modifikationen.
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3.11.1 Sonden und ,,targets“ fur den Slot Blot-Test

Fur die Hybridisierung homologer und heterogener DNA-Doppelstrdnge (pm/mm) auf
Nitrocellulose wurden unmarkierte und biotinylierte Oligonukleotide mit folgenden

Sequenzen verwendet:

unmarkierte Sonden

Sequenz (5’-3’)
(30-mer)

Hybridisierung

Rev-Detektion-T 5-ACG GCA GAC TTC TCC TCA |R-globin-Gen

GGA GTC AGG TGC-3 (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-A 5-ACG GCA GAC TTC TCC ACA |R-globin-Gen

GGA GTC AGG TGC-3 (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-C 5-ACC GCA GAC TTC TCC CCA |R-globin-Gen

GGT GTC AGG TGC-3’ (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-G 5-ACC GCA GAC TTC TCC GCA |R-globin-Gen

GGT GTC AGG TGC-3’

(Wagner et al. 1995)

biotinylierte ,targets

Sequenz (biotin-5’- 3’)

Hybridisierung

For-Detektion-T biotin-5-GCA CCT GAC TCC TGT | 3-globin-Gen

GGA GAA GTC TGC CGT-3’ (Wagner et al. 1995)
For-Detektion-A biotin-5-GCA CCT GAC TCC TGA | 3-globin-Gen

GGA GAA GTC TGC CGT-3’ (Wagner et al. 1995)
For-Detektion-C biotin-5-GCA CCT GAC TCC TGC | 3-globin-Gen

GGA GAA GTC TGC CGT-3' (Wagner et al. 1995)
For-Detektion-G biotin-5-GCA CCT GAC TCC TGG | 3-globin-Gen

GGA GAAGTC TGC CGT-3

(Wagner et al. 1995)

3.11.2 Sonden und ,,targets“ fir den DNA-,,chip“

Die Sonden der Hybridisierungsexperimente auf den Glas-,slides* waren, falls nicht
anders angegeben, mit einer Aminogruppe am 5’-Ende versehen. Kontroll-,targets”
trugen am 3’-Ende den Fluoreszenzfarbstoff Cy3, der als Detektionsmarkierung
diente. Unmarkierten ,targets“ waren erforderlich flr Erkennung der DNA-,mismatch*

Bindung mit dem Protein myc-MutS.
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Aminolink-Sonden

Sequenz
(Aminogruppe-5’-3’)

Hybridisierung

Rev-Detektion-T 5-ACG GCAGAC TTC TCC TCA 3-globin-Gen

GGA GTC AGG TGC-3 (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-A 5-ACG GCAGAC TTC TCC ACA 3-globin-Gen

GGA GTC AGG TGC-3 (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-C 5-ACC GCA GACTTC TCC CCA 3-globin-Gen

GGT GTC AGG TGC-3’ (Wagner et al. 1995)
Rev-Detektion-G 5-ACC GCA GACTTC TCC GCA 3-globin-Gen

GGT GTC AGG TGC-3’

(Wagner et al. 1995)

Cy3-markierte ,targets*

Sequenz (Cy3-5’- 3’)

Hybridisierung

For-Detektion-T

5-Cy3-GCA CCT GAC TCC TGT

3-globin-Gen (Wagner et al.

GGA GAA GTC TGC CGT-3 1995)

For-Detektion-A 5-Cy3-GCA CCT GAC TCC TGA |R-globin-Gen (Wagner et al.
GGA GAA GTC TGC CGT-3 1995)

For-Detektion-C 5-Cy3-GCA CCT GAC TCC TGC |R-globin-Gen (Wagner et al.
GGA GAA GTC TGC CGT-3 1995)

For-Detektion-G

5’-Cy3-GCA CCT GAC TCC TGG
GGA GAAGTC TGC CGT-3

3-globin-Gen (Wagner et al.
1995)

unmarkierte ,,targets*

Sequenz (5°-3")

Hybridisierung

For-Detektion-T

5-GCA CCT GAC TCC TGT GGA
GAA GTC TGC CGT-3’

3-globin-Gen (Wagner et al.
1995)

For-Detektion-A

5-GCA CCT GAC TCC TGA GGA
GAA GTC TGC CGT-3’

3-globin-Gen (Wagner et al.
1995)

For-Detektion-C

5-GCA CCT GAC TCC TGC GGA
GAA GTC TGC CGT-3’

3-globin-Gen (Wagner et al.
1995)

For-Detektion-G

5-GCA CCT GAC TCC TGG GGA
GAA GTC TGC CGT-3’

3-globin-Gen (Wagner et al.
1995)

Zur diagnostischen Anwendung des DNA-,mismatch“-bindenden Proteins auf dem
aus dem BRCA1-Gen

verwendet, die im Anschluf3 an die PCR denaturiert und auf einen Glas-,slide”

,chip“, wurden definierte DNA-Sonden und ,targets*

gespottet wurden. Die Sequenzen wurden von der Firma MW G-Biotech AG bezogen.
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Aminolink-“primer” und
Sonden

Sequenz
(Aminogruppe-5’-3’)

Hybridisierung

Sonde BC1-Del-(Ex20)-for

5-CTA GGT CAT CCC CTT CTA
A-3

BRCA1-mRNA, complete
cds.
(Acc.Nr. U14680)

Sonde-BC1-Ins-(Ex 20)-for

5-GAG ATG TGG TCA ATG GAA
G-3

BRCA1-mRNA, complete
cds.
(Acc.Nr. U14680)

unmarkierte ,,primer* und

»targets®

Sequenz (5°-3")

Hybridisierung

Target-BC1-Ins-(ex20)-rev

S-ATTTTT GTC AAC TTG AGG
G-3

BRCA1-mRNA, complete
cds.
(Acc.Nr. U14680)

Target-BC1-Del-(ex20)-rev

5-CTC CTC TTG AGA TGG GTA
G

BRCA1-mRNA, complete
cds.
(Acc.Nr. U14680)

3.12QMT-Glas-,,slides”

In den Versuchen wurden sog. ,quantifoil epoxy coated slides® (QMT-,slides*) der Fa.

Quantifoil (Jena) verwendet. QMT-,slides® sind extrem fluoreszenzarme
Glasobjekttrager im Standardformat 75x25 mm. Die reaktive Epoxy-Oberflache dient
der kovalenten  Kopplung von  modifizierten Molekulen, wie z.B.

Nukleinsduremolekilen, die am 5 -Ende mit einem Aminolinkermolekill versehen

sind.
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3.13Nadel-Spotter ,,MikroGridIl*

Der Nadel-Spotter ,MikroGridll“ (BioRobotics) besteht aus einem Modul von vier
Einheiten: dem eigentlichen Spotter, der Pumpstation, einem Luftbefeuchter und

einem Steuerungscomputer (Abb. 2).

Wahrend eines ,spotting“-Vorganges konnte der Spotter mit mehr als 120 ,slides”
gleichzeitig bestickt werden. Als Probenbehéltnisse wurden 384-,well*-
Mikrotiterplatten mit Deckel verwendet, die in einem Turm des Spottermoduls
gelagert und automatisch zur Probenentnahme geéffnet wurden. Der Turm verfligte
Uber eine Kuhleinrichtung, die die Verdunstung der Proben in den Platten minimieren
sollte. Weiterhin wurde das Verdunsten der Flissigkeit durch einen am Geréat
angeschlossenen Luftbefeuchter, einem sog. Ultraschallvernebler, garantiert. An
einem Roboterarm wurden die Nadeltyp-spezifischen Halter befestigt, in die 1 bis 64
Nadeln eingesetzt werden konnten. Die Reinigung der Nadeln erfolgte in zwei mit

Reinst-Wasser geflllten Badern und einer Trockenstation.

Die Herstellung eines Arrays wurde am Steuerungscomputer geplant, d.h., vor jedem
Experiment wurden ,Array“- und SpotgroRe, Luftfeuchtigkeit etc. am Computer
definiert. Die festgelegten Grundeinstellungen sind in der folgenden Tabelle
aufgefuhrt. Es handelt sich dabei Uberwiegend um Grundeinstellungen, die im

Handbuch vorgeschlagen sind oder auf Erfahrungen beruhen.

Tab. 3 Einstellungen des ,,MikroGridIl*

Einstellung Wert
»arget height* 0 mm
~pre-spotting* 2 ,slides” je 20 mal

,Soft touch® (source) 55 mm

L<dwell time* 3s

,Soft touch” (target) 1,5mm
»humidity“ 60%
~washing® Bad 1+2je5s
»Spot distance” 500 pm
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Abb. 2 Innenansicht des ,,MicroGridlII.

Unten im Bild befindet sich die Waschstation (zwei Bader und eine
Trockeneinrichtung) und dartber vier Laden fir ,slides. Der
Roboterarm mit einem Nadelhalter, der hier mit 16 Nadeln bestickt ist,
ist oben rechts im Bild zu erkennen. Ein Turm zum Aufbewahren von
Mikrotiterplatten ist auf3erhalb dieser Abbildung, links neben den
Laden, angeordnet.
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3.14 ,,spotting“-Nadeln

Zum ,spotten® der DNA-Sonden wurden spezielle ,spotting“-Nadeln des Typs SMP3-
»otealthpins® (TeleChem) verwendet (Abb. 3). Hier handelt es sich um Nadeln mit
einem Flussigkeitsreservoir, wodurch mehrere Spots mit nur einer Probenaufnahme
(ca. 200) moglich sind. Der Spotdurchmesser dieser Nadeln betragt ca. 90 bis 100
pum, variert jedoch in Abhéangigkeit von der Zusammensetzung und Konzentration des
~Spotting“-Puffers®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit nur einer Nadel gespottet, da die Anzahl der
Spots zur Auswertung der Tests ausreichte. Moglich waren aufgrund der Grol3e des
Nadelhalters bis zu 64 Nadeln.

e |
a
| 32nps 2 12 1

4
} 8aTMs

national

Abb. 3 SMP3-,stealthpin-spotting*
(TeleChem)
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3.15,,Array Scanner*

Das Auslesen der ,slides” erfolgte mit einem ,428 Array Scanner® der Firma
Affymetrix. Dieser Fluoreszenzscanner verfigt Uber einen Laser mit einer
Wellenlange von 532 nm, bei dessen Anregung das Fluoreszenzsignal mit einem
PMT (photomultiplier tube) gemessen wird. Die Auflosung des Gerates betragt 10 uM

und die Verstarkung des Signals kann von 0 bis 70 dB eingestellt werden.

Die Software erstellt 16 bit Graustufenbilder im Tif-Format, die auch in Falschfarben
dargestellt werden konnen. Um den Intensitatsverlauf innerhalb der Spots gut
verfolgen zu konnen, wurden die ,Array“-Bilder in dieser Arbeit im
Falschfarbenformat widergegeben. Dabei entspricht schwarz der geringsten und
weild der starksten Intensitat. Der Farbverlauf erfolgt Gber blau, griin, gelb, rot bis hin

zu weil3. In Abb. ist der Intensitatsverlauf dargestellt.

kein Signal > > Sattigung

Abb. 4 Intensitatsverlauf des Fluoreszenzsignals in der
Falschfarbendarstellung

Mit Hilfe der Software ,IconoClust* der Firma Clondiag Chip Technologies (Jena)
wurden die umgewandelten Fluoreszenzintensitdten aus der Querschnittsebene
eines Spots ermittelt. Diese Software legte ein quadratisches Gitternetz tGber das Bild
des ,Arrays“, so dass sich im Zentrum eines jeden Quadrates ein Spot befand. Mit
Hilfe eines Algorithmus wurde der Spot erkannt und die normalisierte Intensitat
berechnet. Die ermittelten Rohdaten wurden anschlieBend in Mikrosoft Excel
importiert, um weitere Berechnungen wie die Varianz der Intensitat mehrerer Spots,

ermitteln zu kénnen.
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4 Methoden

4.1 Methoden der allgemeinen Mikrobiologie

4.1.1 Stammhaltung von E.coli

Die Stammhaltung dient der kurz- oder langfristigen Kultivierung von
Mikroorganismen. Fur die Lagerung von E. coli-Stdmmen bis zu acht Wochen
wurden diese auf LB-Nahrboden ausgestrichen, bei 37°C im Brutschrank kultiviert

und anschlie3end bei 4°C unter Luftabschlul3 gelagert.

Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden Gefrierkulturen angelegt. Hierzu wurden 2
ml LB-Medium (mit Antibiotikum) mit einer Einzelkolonie beimpft. Bei einer OD600
von ca. 0,6 bis 0,8 wurden schlie3lich 930 ul Kultur mit 70 pl DMSO gemischt. Die
Lagerung erfolgte bei —70°C.

4.1.2 Anzucht von Thermus thermophilus (HB8)

Frisch angeimpfte Thermus thermophilus-Kulturen wurden bei 75°C drei Tage im
Brutschrank kultiviert. Hierzu wurde mit einer Impfése eine geringe Menge der
Bakteriensuspension von der Stammkultur aufgenommen und in 25 ml N&ahrkultur

unter aeroben Bedingungen Ubertragen.

4.1.3 Isolierung von Gesamt-DNA

Die Isolierung der Thermus thermophilus DNA erfolgte mit Hilfe des ,DNA-Isolation-
Kit“ der Firma Qiagen nach Vorschrift des Herstellers.

4.1.4 DNA Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: ,polymerase chain reaction, PCR) wurde 1987
von Kary B. Mullis entwickelt und dient der in vitro Amplifikation spezifischer DNA-
Sequenzen (Mullis und Faloona, 1987). Durch die Verwendung der hitzestabilen
DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq) ein Enzym, das die DNA-
Replikation ermdglicht, kbnnen DNA-Einzelstrange als Matrize zur Synthese eines
neuen komplementaren DNA-Stranges eingesetzt werden. Die DNA-Einzelstrdnge
werden durch Hitzedenaturierung erhalten. Der Startpunkt und das Ende des zu

amplifizierenden  DNA-Fragmentes werden durch Zugabe synthetischer
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Oligonukleotide, sog. ,primer® bestimmt. Diese aus ca. 20 Nukleotiden bestehenden
Sequenzen hybridisieren an komplementare DNA-Abschnitte (,annealing®). Durch
Zugabe der Desoxynukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP kann die DNA-
Polymerase am 3’Ende mit der Strang-Synthese beginnen. Die Zielsequenz wird
durch viele aufeinanderfolgende Zyklen (30-50) bestehend aus Denaturierung,

Hybridisierung und DNA-Synthese amplifiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in der ,touch-down“-PCR langere DNA-Fragmente
amplifiziert, die zum Klonieren in Klonierungs- und Expressionsvektoren bestimmt
waren. Die synthetischen Oligonukleotide wiesen fur die Klonierungsexperimente
endstandige Restriktionssequenzen auf, Uber die die Fragmente in die
entsprechenden Vektoren ligiert werden konnten. Desweiteren wurde die Standard-
PCR eingesetzt, um 100 bp-DNA-Fragmente als Sonde fur die Analyse von DNA-
SArrays® zu amplifizieren. In diesem Fall wurden kirzere Oligonukleotide als ,primer*

verwendet.

Die Tag-DNA-Polymerase ist eine hoch prozessive 5-3’-DNA-Polymerase, d.h. sie
verfugt Uber eine hohe Umsatzrate der DNA-Neusynthese und wird fur
Sequenzlangen von bis zu 5 kb eingesetzt. lhre Fehlerrate ist jedoch wesentlich
hoher als die der Pfu-DNA-Polymerase. Die Pfu-DNA-Polymerase besitzt eine
Korrekturlesefunktion (,proof-reading“), die die DNA-Synthese verlangsamt, dafir
aber genauer ist. Um eine mdglichst fehlerfreie Kopie des Matrizenstranges fir eine
anschlieBende Klonierung zu erhalten, wurde die DNA-Pfu-Polymerase eingesetzt.
Die Tag-DNA-Polymerase wurde zur Amplifizierung von kirzeren DNA-Sonden

eingesetzt.

Materialien/ Reagenzien:

dNTP’s (Amersham)
0,2 ul PCR-“tubes” (Greiner)

LiCrosolv-Wasser
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Tab. 4 PCR-Anséatze
PCR: 10x- “primer”- | “primer”- |dNTP's Probe Polymerase H20

Puffer |for rev (250 pMm) (100 pMm) (0,5 pm)

(0,5puM) | (0,5 M)

»ouch- 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 0,5 ul 24,5 ul
down*
Gradient 5l 5ul 5l 5l 5l 0,5 ul 24,5 ul
Standard |5 pl 5ul 5l 5l 4 pl 0,5 ul 25,5 ul

Tab.5 Temperaturen und Reaktionszeiten der ,,touch-down-PCR zur MutS-Amplifizierung“

»touch-down”-PCR Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

Denaturierung 95 °C 15 min 1x

Denaturierung 94 °C 1 min 35x

,<annealing* 65 °C bis 56 °C 1 min bis 56°C-20x
(-0,5°C pro Zyklus) bei 56°C-15x

Synthese 72 °C 1 min 35x

Tab. 6 Temperaturen und Reaktionszeiten der ,,Gradienten-PCR zur MutS-Amplifizierung“

»Gradienten“ PCR Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95 °C 15 min 1x

Denaturierung 94 °C 1 min 35x

,annealing* 62-72°C 1 min 35x

Synthese 72 °C 1 min 35x

Tab. 7 Temperaturen und Reaktionszeiten der ,,Standard“-PCR

Standard-PCR Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95 °C 15 min 1x

Denaturierung 94 °C 1 min 35x

»2Annealing" 58°C 1 min 35x

Synthese 72 °C 1 min 35x

4.2 Aufreinigung und Trennung und Konzentrationsbestimmung

von Nukleinsauren

4.2.1 PCR Aufreinigung

Um die mittels PCR amplifizierte DNA flr weitere Klonierungsexperimente einsetzen

zu konnen, war eine Aufreinigung der Amplikons erforderlich. In der vorliegenden
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Arbeit wurden die Amplifikate mit dem ,PCR-Purification Testsystem der Firma

Qiagen aufgereinigt. Die Reinigung erfolgte nach Vorschrift des Herstellers.

4.2.2 DNA Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Agarose-Gelelektrophorese kdnnen verschieden grof3e DNA-Fragmente
voneinander getrennt werden. Da Nukleinsauren negativ geladen sind, wandern sie
im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. In der Gelelektrophorese kommt es
dabei aufgrund des Molekularsiebeffektes zu einer GrélRenauftrennung der DNA-
Fragmente. Kleinere Fragmente besitzen eine héhere Wanderungsgeschwindigkeit
als grofe Fragmente. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist somit abhangig vom
Molekulargewicht der DNA-Fragmente, der PorengroRe der Gelmatrix und der
angelegten Spannung. Dabei ist der Logarithmus des Molekulargewichtes umgekehrt
proportional zur Wanderungsgeschwindigkeit. Mit Hilfe eines

Molekulargewichtsmarkers wird die unbekannte Fragmentlange ermittelt.

Die Auftrennung der ,touch-down“-PCR-Produkte erfolgte in einem 1%igen
Agarosegel. Zur Auftrennung wurde QA-Agarose TM (,high resolution®) der Firma Q-
Biogene verwendet. Als Langenstandard wurde ein 1 kb DNA GréRRenstandard der
Firma Fermentas aufgetragen. Die DNA-Produkte der Standard-PCR wurden in
einem 3%igen Agarosegel getrennt. Die Fragmentgrof3e konnte mittels des 100 bp-

Jadders” der Firma GeneCraft ermittelt werden.

DNA-Gel-Ladepuffer

0,25% (w/v) Bromphenoalblau
30% Glycerin (w/v)

4.2.3 Isolierung und Reinigung der DNA Fragmente

Zur Ruckgewinnung und Reinigung spezifischer DNA Fragmente aus dem
Agarosegel wurde das QIAEX Il ,Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen verwendet.
Diese Methode der Aufreinigung beruht auf der Eigenschaft von Nukleinséduren, in
Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen an die Oberflache von Glas- oder
Silikapartikeln zu adsorbieren. Zunachst wird die Agarose durch eine hohe
Konzentration Natriumperchlorat (NaClO,) gelost. Die hohe Salzkonzentration

bewirkt au3erdem die Ablésung von Proteinen von der DNA und schlie3lich die
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Adsorption der freigesetzten DNA Molekile an die Glas- oder Silikapartikel. Nach
einigen Waschschritten zur Entfernung von Agaroseresten, Proteinen und Salzen
wird die DNA mit TE-Puffer oder dest. Wasser eluiert. Die Durchfuhrung erfolgte
nach Vorschrift des Herstellers.

4.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

DNA zeigt eine ausgepragte UV-Absorptionsbande mit einem Maximum bei 260 nm
und einem Minimum bei 230 nm. Auftretende Verunreinigungen in DNA-
Praparationen sind Proteine, die eine typische Absorptionsbande bei 280 nm zeigen.
Als Mal3 fur die Reinheit der DNA gilt das Extinktionsverhaltnis bei 260 und 280 nm
(260/280). Liegt das Verhaltnis zwischen 1,7 und 2,0, so gilt die DNA-Probe als rein,

geringere Werte weisen auf Protein- oder Phenolverunreinigungen hin.

4.3 Methoden zur Klonierung rekombinanter Plasmide

4.3.1 Restriktionsspaltung

Zur spezifischen Spaltung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten wurden
Restriktionsendonukleasen des Typs |l eingesetzt. Die Enzyme dieser Klasse
erkennen eine meist palindromische DNA-Sequenz, an welcher der DNA-
Doppelstrang durch Hydrolyse spezifisch gespalten wird. Viele
Restriktionsendonukleasen, z.B. EcoRlI, erkennen Sequenzen von 6 Nukleotiden. Es
gibt aber auch Enzyme, die auf weniger Nukleotide ansprechen. Abhéangig vom Ort
der Schnittstelle entstehen entweder glatte (,blunt®) oder Uberhangende (,sticky*)

Enden. Der Restriktionsverdau wurde wie folgt durchgefihrt:

Tab. 8 Komponenten und Volumen des Reaktionsansatzes |

Ansatze/ Insert Vektor-pCal/ pQE-myc
Reagenzien
Template 50 ul 5ul
10x-Puffer 6 ul 3l
EcoRl/ Ndel 1l 1ul
H20 3ul 21l
Gesamt-Volumen 60ul 60ul

Nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37°C erfolgte die Zugabe des zweiten

Restriktionsenzyms. Es folgte eine weitere Inkubationszeit von 1h bei 37°C.
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Tab.9 Komponenten und Volumen des Reaktionsansatzes |l

Ansatze/ Insert Vektor-pCal/ pQE-myc
Reagenzien
10x-Puffer 1l 1ul
Hindlll ul ul
H20 8l 8l
Gesamt-Volumen 70ul 70ul

4.3.2 Dephosphorylierung von 5 -Enden

Um die Religation der linearisierten Vektormolekile nach der Restriktion zu
verhindern, erfolgte ihre Dephosphorylierung an den 5-Enden der DNA durch
Zugabe von alkalischer Phosphatase (1U/ Ansatz). Verwendet wurde die bakterielle

alkalische Phosphatase aus dem E.coli C4-Stamm der Firma MBI Fermentas.

4.3.3 Klonierung

Als Klonierung bezeichnet man das Herstellen rekombinanter Organismen mit dem
Ziel der Amplifizierung eines fremden Gens oder Genfragmentes bzw. der
Expression des entsprechenden Genproduktes. Mit Hilfe von Klonierungsvektoren

kénnen Fremdsequenzen in Zellen kloniert werden.

Die Klonierungstechnik wurde in dieser Arbeit verwendet, um die Zielfragmente im
TOPO-TA-Klonierunsvektor zu vervielfaltigen und nach anschlieRender Restriktion
aus dem Vektor tber komplementéare Enden (Ndel bzw. EcoRI und Hindlll) (,sticky
ends”) in die Expressionvektoren pQE-myc und pCAL zu klonieren und deren

Expression in E. coli BL21 zu ermdglichen.

In der folgenden Abb. 5 soll die Klonierungs- und Modifizierungsstrategie der

Proteine MutS und MutM veranschaulicht werden:
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Schematische Darstellung

der MutS- und MutM-Klonierung und myc-Modifizierung

@ MutM-
N : —)— Amplikon —4— MutM rev
u or

(801 nt)
> MutS-
MUTS for Amplikon — e— —<— U S rev
(2452 nt)
Ndel Hindlll
pQE-myc-
Klonierung DQE-myc-
Vektor

v

@ myc-tag MutM-
Y - = Amplikon == MutM rev
myc-MutM for (801 nt)

myc-tag myc-MutS-

myc-MutS —> Amplikon ——M utS rev
for ()
EcoRI Hindlll
pCAL-
Klonierung
pCAL-
Vektor

Abb. 5 Darstellung der MutS- und MutM-Modifizierung

Die amplifizierten PCR-Fragmente MutS und MutM wurden nach der Restriktion (Ndel/ Hindlll) aus
dem TOPO-TA-Vektor in den Zwischenvektor pQE-myc-ligiert. Mit Hilfe der PCR erfolgte
anschlieBend die myc-MutS- bzw. myc-MutM-Amplifizierung. Uber die ,primer‘ myc-MutS/ myc-MutM
bzw. MutS-rev/ MutM-rev wurden definierte Restriktionsschnittstellen an die Enden der DNA-
Fragmente angefligt, so dass die modifizierten myc-Fragmente nach der Zwischenklonierung aus
dem TOPO-TA-Vektor restringiert (EcoRI/ Hindlll) und in den Expressionsvektor pCAL ligiert werden
konnten.
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4.3.3.1 Klonierung der PCR-Produkte in den TOPO-TA-Klonierungsvektor

Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden in den TOPO-TA-Vektor nach
Herstellerangaben (Invitrogen) kloniert. Voraussetzung fur eine erfolgreiche
Klonierung ist ein Adenintberhang der PCR-Produkte am 3’-Ende, welcher durch die
Hot Star Tag-DNA-Polymerase gewahrleistet wird. Die Thymidinuberhange am 3’-
Ende des TOPO-TA-Vektors ermdglichen die effiziente Ligation der PCR-Produkte
mit dem Vektor (Vektorkarte s. Anhang).

4.3.3.2 Klonierung in die Expressionsvektoren pQE und pCAL

Nach erfolgreicher Klonierung und Restriktion der PCR-Produkte aus dem TOPO-
TA-Klonierungsvektor, wurden die PCR-Produkte in den von der Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Barnekow veranderten Expressionsvektor pQE-myc-Mss4 ligiert (Diss. T.
Weide, 1998).

Nach Restriktion der klonierten myc-Produkte aus dem pQE-Expressionsvektor
erfolgte die Expression der Zielfragmente in dem Expressionsvektor pCAL. Dieser
Vektor ist speziell fur die Expression von Proteinen im E.coli-Stamm BL21 konzipiert.
(Vektorkarte s. Anhang)

4.3.4 Ligation
Die Ligation der PCR Produkte in den TOPO-TA-Klonierungsvektor erfolgte durch die

an den Klonierungsvektor gekoppelte Topoisomerase | des Vaccinia Virus. Diese
Topoisomerasel bindet an doppelstrangige DNA, wird durch die freiwerdende
Energie der Phosphodiesterspaltungen aktiviert und verknUpft den DNA-

Doppelstrang (Shuman et al., 1994).

Zur Ligation der Expressionsvektoren mit den zu klonierenden DNA-Fragmenten
wurde die T4-DNA Ligase der Firma Promega, eingesetzt. Dieses Enzym katalysiert
in Gegenwart von ATP die Bildung von Phosphordiesterbindungen zwischen

benachbarten 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatgruppen doppelstrangiger DNA-Molekiile.

Die TOPO-TA-Klonierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Fur die
T4-Ligase Reaktion wurden x pg Vektor-DNA und ein fuinffacher molarer Uberschul

an gespaltenen und gereinigten PCR-Produkten eingesetzt.
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Tab. 10 Komponenten und Volumen der Ligationsanséatze

Reagenzien/ 1. MutS/ 2. MutS-(Ndel/HindlIIl)/ 3. myc-MutS-
Anséatze TOPO-TA pQE-myc (EcoRI/Hindlll)/
pCAL
TOPO-TA-Vektor 1l
Salzlésung 1l
T4-Ligase lu 1yl
10x-Ligasepuffer 2 ul 2 ul
Vektor pQE-myc 2 ul
Vektor pCAL 2 ul
Insert 4 pl 15 ul 15 ul
A. bidest
Gesamtvolumen 6 ul 20 pl 20 pl

Der TOPO-TA-Ligationsansatz wurde 30 min bei RT inkubiert und anschlieend in E.
coli transformiert. Die T4-Ligationsansatze wurden Uber Nacht bei 16°C inkubiert und

am nachsten Tag direkt zur Transformation eingesetzt.

4.4 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Die Einfihrung der gereinigten Plasmid-DNA in kompetente Empfangerzellen
bezeichnet man als Transformation. Nur wenige Zellen besitzen eine nattrliche
Kompetenz und kdénnen Fremd-DNA aufnehmen. Die natirliche Kompetenz von
E.coli ist gering, kann jedoch durch Behandlung der Bakterien mit eiskalter CaCl, —
Losung und einem anschlieBenden Hitzeschock erheblich gesteigert werden (Cohen
etal., 1972).

4.4.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Die von Mandel und Higa (1970) entwickelte Standardmethode beinhaltet die
Behandlung der E. coli-Zellen mit eiskalter CaCl,—L6sung, wodurch die Zellen

permeabilisiert werden.
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Materialien/ Puffer:

Petrischalen (Waldeck, Munster)

Transformationspuffer

100 mM CacCl2

Durchfiihrung:

Die E.coli DH5-a-Zellen wurden in 2 ml YT-Medium in einem 50 ml Kulturkolben tber
Nacht bei 37°C mit 180 rpm im Schiittler inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde am
folgenden Tag in 50 ml LB-Medium (Verdinnung 1:100) bei 37°C mit 180 rpm in
einem 250 ml Kulturkolben bis zu einer ODgyo von 0,3 bis 0,5 als Hauptkultur
angezogen. Die Suspension wurde anschlieend fur 10 min auf Eis abgekuhlt und
zentrifugiert (2000 x g, 20 min, 4°C). Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und
die Zellen in 25 ml eiskaltem Transformationspuffer (CaCl,) resuspendiert. Die
anschlielBende Inkubationszeit betrug 30 min bei 4°C. Nach einer weiteren
Zentrifugation fur 30 min bei 2000 x g, 4°C, wurde das Sediment in 2 ml
Transformationspuffer resuspendiert. Die ,kompetenten® Zellen kénnen fir 48h bei
4°C oder langfristig als Glyzerinkultur (15% Glyzerin) bei —70°C gelagert werden.

4.4.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation wurden 120 pl der Suspension kompetenter DH5-a-Zellen mit 20
pl des Ligationsansatzes vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min
auf Eis, erfolgte ein Hitzeschock fur 1 min bei 42°C im Thermoblock. Wahrend des
Hitzeschocks nehmen die kompetenten E. coli-Zellen die Plasmid-DNA auf.
Anschliel3end wurde der Ansatz 5 min auf Eis gekihlt, mit 150 pl LB-Medium versetzt
und fir 60 min bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die Transformationsansatze
wurden auf Ampicillin-haltige Agarplatten ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Kolonien mit Hilfe der Restriktionsanalyse auf

rekombinante Klone tberprift.
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4.5 Plasmidpraparation und Analyse von DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgte durch alkalische Denaturierung
der Zellen (verandert nach Birnboim und Doily, 1979).

Diese Methode beruht darauf, dass Uberspiralisierte (,supercoiled®) Plasmid-DNA
durch alkalische Behandlung nur teilweise denaturiert wird und nach Neutralisation in
ihre ursprungliche Konformation zurlickkehrt. Die chromosomale DNA bleibt auch
nach Neutralisierung denaturiert und kann mit den Ubrigen Bestandteilen des
Zellextraktes (RNA, denaturierte Proteine, Zelltrimmer) durch Zentrifugation von der

Plasmid-DNA getrennt werden. (Diplomarbeit A. Husemann, 2000)

4.5.1 Plasmidminipraparation

Zur Untersuchung, ob die Plasmide der erhaltenen Klone das ligierte Fragment
enthielten, wurde eine Plasmidminipraparation durchgefiihrt. Die Durchfiihrung
erfolgte mit Hilfe der Miniprep Express™ Matrix der Firma BIO 101 nach Angaben

des Herstellers.

4.5.2 Plasmidmidipraparation

Die Plasmidmidipraparation dient der Gewinnung grol3erer Mengen an Plasmid-DNA.
Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Plasmid-DNA in einem wesentlich

grofReren Reinheitsgrad vorliegt als nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion.

Fur die Plasmidmidipraparation wurde das Reagenziensystem “high speed” der

Firma Qiagen verwendet. Die Durchflihrung erfolgte nach Vorschrift des Herstellers.

4.5.3 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Didesoxyterminator-Methode nach
Sanger (Sanger et al., 1977). Diese Methode wird auch als Kettenabbruch-Methode
bezeichnet. Als Ausgangsmaterial flir die Polymerasereaktion benétigt man einen
~primer®, der an die zu sequenzierende Einzelstrang-DNA bindet. Als Substrat fur die
DNA-Polymerase dienen die vier uUblichen Desoxynukleotide (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) und je ein Didesoxynukleotid (ddNTP) in geringerer Konzentration. Dem
Didesoxynukleotid fehlt neben der 2’-OH-Gruppe auch die 3'-OH-Gruppe der Ribose,

so dass sein Einbau einen Kettenabbruch zur Folge hat.



Methoden 45

In Rahmen dieser Arbeit wurden alle Klone durch Sequenzierung in der
Kapillarelektrophorese kontrolliert um sicher zu gehen, dass keine Fehler wahrend
der PCR-Amplifizierung und der Restriktion aufgetreten sind.

Reagezien:
ABIPrism ™ BigDye-3.1 ,Terminator Cycle Sequencing Ready Kit"

Die Reaktionsansatze fur die ,cycle“-Sequenzierung wurden wie folgt in 0,2 pl PCR-

Reaktionsgefalien (Fa. Greiner) vorbereitet:

Tab. 11 Reaktionsansitze des ,,cycle-sequencing*

Reagenzien Kontrolle Probe
BigDye Terminator Reaktions Kit 4ul 4ul
Plasmid- bzw. ,template“-DNA (100 ng) 1u
MutS-,Sequence-,primer® (2,5 pmol/ul) 2 ul
M13-,Sequence” Kontrollvektor” (100 ng) 2 ul
M13-,Sequence” Kontroll-,primer” (2,5 pmol/ul) 2 ul
HPLC-Wasser 3l 3l

Gesamtvolumen 10w 10u

Die ,cycle“-Sequenzierung wurde in dem Thermocycler GeneAmp PCR-System 9700

der Firma Applied Biosystems durchgefuhrt:

Tab. 12 Reaktionsbedingungen des ,,cycle-sequencing“

Reaktion Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
Denaturierung 5 min 96°C
Denaturierung 10s 96°C 25

»=annealing* 5s 50°C 25

Synthese 4 min 60°C 25

Im Anschlul3 an die Sequenzier-PCR wurden die DNA Fragmente mit Hilfe einer 3 M
Na-Acetat Losung (pH 5,2) und 100%-Ethanol-L6sung gereinigt. Die Aufreinigung

erfolgte nach Vorschrift der Firma Perkin Elmer.
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4.5.4 Sequenzierung durch Kapillarelektrophorese

Die Sequenzbestimmung wurde mit dem ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer
(Perkin Elmer, Weiterstadt) durchgefuhrt. (Diplomarbeit Husemann A., 2000)

4.6 Proteinchemische Methoden

Um ein Protein hinsichtlich seiner Struktur-, Funktions- und Interaktionseigenschaften
genauer charakterisieren zu kdnnen, benottigt man grof3ere Mengen dieses Proteins.
Haufig ist die Aufreinigung von nativem Material aufwendig und schwierig. Deshalb
verwendet man oft prokaryotische bzw. eukaryotische Expressionssysteme. Die von
den Organismen produzierten rekombinanten Proteine dieser Systeme enthalten
meistens zusatzliche sehr kurze Peptidsequenzen, die eine spezifische Aufreinigung

Uber Affinitatssaulen oder Matrizes erméglichen.

In dieser Arbeit wurde fir die Expression rekombinanter Proteine in E. coli der
Expressionsvektor pCAL (Stratagene) verwendet. Uber diesen Vektor exprimierte
Proteine sind N-terminal durch eine Calmodulin-Bindungssequenz (4 kDa CBP)
gekennzeichnet. Das Expressions- und Reinigungssystem gewdahrleistet die
Produktion grof3er Mengen des Proteins und im Anschluf3 daran, eine schonende
und effektive Aufreinung der Cal-markierten Proteine mit Hilfe der Calmodulin-
Affinitatsmatrix. In Gegenward von Ca®*-lonen erfolgt eine spezifische Bindung des
Cal-markierten Proteins an die Calmodulin-Affinitatsmatrix. Die anschliel3ende
Reinigung und Elution des Proteins von der Matrix erfolgt durch die Zugabe von 2
mM EGTA. EGTA ist ein Ca®*-Komplexbildner und fangt die Ca**-lonen wieder ab.
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Reagenzien/ Puffer:

Cal-Affinitatsmatrix (Stratagene)

Equilibrierungs- u. Waschpuffer Elutions-Puffer
(CaCl2-Bindungspuffer)

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

150 mM NacCl2 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM 2-Mercaptoethanol 300 mM NaCl
1 mM Mg-Acetat 2mM EGTA
1 mM Imidazol 10 mM 2-Mercaptoethanol
2 mM CacCl2

4.6.1 Proteinliberexpression

Fur die Uberexpression des Cal-MutS-Fusionsproteins wurden E. coli-Ubernacht-
Kulturen im Schuttelinkubator bei 37°C unter Zugabe von Ampicillin (0,1 mg/ml) bis
zu einer ODggo Von 0,4 bis 0,6 angezogen. AnschlieRend wurde die Uberexpression
durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM) induziert. Nach einer
einstindigen Inkubation im Schuttelinkubator bei 30 °C, wurden die Zellen
abzentrifugiert (6000 x g, 15 in, 4°C) und das Zellpellet in 1/100 Volumen
Equilibrierungspuffer (CaCl,-Bindungspuffer) und einer Spatelspitze Lysozym
(Sigma-Aldrich) resuspendiert. Zum Aufschlul? der Zellwédnde wurde die Suspension
dreimal in flussigem Stickstoff schockgefroren und anschliel3end dreimal fiir ca. 20 s
mit einer Pause von 10 s einer Ultraschall-Behandlung unterzogen (50 W, Sonopuls
GM 70). Die Abtrennung unléslicher Zellbestandteile erfolgte durch Zentrifugation
(14000 x g, 20 min, 4°C). Die Lysate wurden als Schutz vor Proteasen mit einem

Protesaseinhibitorkomplex (Sigma) versetzt.

4.6.2 Proteinaufreinigung

Der Proteiniberstand wurde in einem ,batch®-Verfahren nach Vorschrift der Firma
Stratagene mit einer CaCl,-equilibrierten Calmodulin-Matrix inkubiert. Die Elution der
Calmodulin-Fusions-Proteine erfolgte nach dreimaligem Waschen der Matrix mit dem
300 mM nativen NaCl-Elutionspuffer. Die Reinheit der isolierten Proteine wurde
durch Trennung der Protein-Fraktionen in einer SDS-PAGE mit anschlie3ender

,Coomasie-Blue“-Farbung Uberpruift.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Elutionspuffer mit unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen (100, 300, 600 mM NaCl) unter nativen und denaturierenden

Bedingungen getestet.

4.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

In der diskontinuierlichen SDS-PAGE erfolgt die Proteintrennung unter
denaturierenden Bedingungen. Durch den Einsatz von SDS wird die Eigenladung
von Proteinen maskiert, so dass die elektrophoretische Auftrennung nach ihrem

Molekulargewicht erfolgt (Laemmli, 1970).

Reagenzien/ Puffer:

Rotiphorese® Gel30 (30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) Bisacrylamid)

Sammelgel-Puffer Trenngel-Puffer
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
SDS-Elektrodenpuffer (2x) SDS-Probenpuffer
192 mM Glycin 100 mM Tris-HCI , pH 6,5
25 mM Tris 4% SDS
0,1% SDS 0,2% Bromphenolblau
20% Glyzerin

Tab. 13 Zusammensetzung der Komponenten des Sammel- und Trenngels fir die
Gelelektrophorese (SDS-PAGE).

Losungskomponenten/ Volumen Volumen der Komponeten Volumen der
6,25 % iges Trenngel Komponenten
3,0 %iges Sammelgel

30% AA-Bis-Stammldsung 4,7 ml 750 ul

Sammelgelpuffer, pH 6,8 1,3 mi
Trenngelpuffer, pH 8,8 11,2

Aqua dest. 13,5 ml 7,7ml

10% (w/v) SDS 300 pl 100 pl

10% (w/v) APS 300 pl 100 pl

TEMED 20 pl 20 pl
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Durchfiihrung:

Zur Kontrolle des gereinigten rekombinanten Proteins myc-MutS wurden die Proteine
nach der Proteinisolierung in einem 3,0%-igem Sammel- und einem 6,25%-igem
Trenngel elektrophoretisch getrennt. Die Konzentrationen der Losungskomponenten
im Sammel- und Trenngel sind in der Tab. 13 zusammengefald3t. Das
Auftragsvolumen der einzelnen Aufreinigungsfraktionen betrug 10-15 pl. Vor dem
Gellauf wurden diese in 2x-SDS-Probenpuffer aufgenommen und zur Reduktion der
Disulfidbricken mit Mercaptoethanol fir 5 min im Thermoblock bei 95°C denaturiert.
Als Referenz wurde parallel ein vorgefarbter ,High molecular weight*
Molekulargewichtsstandard (,prestained* SDS-PAGE-Standard) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte in der Minikammer bei 200V fir 45 min bei RT.

4.6.4 Coomassie Farbung

Bei dieser Farbemethode bindet sich der Farbstoff ,Coomassie Brilliant Blue®
unspezifisch an die Proteine. Nicht gebundener Farbstoff wird aus dem Gel durch
anschlielBende Entfarbelésung entfernt. Durch die in der Farbelbésung enthaltene

Essigsaure wird gleichzeitig eine Fixierung der Proteine bewirkt.

Losungen:
Coomassie Farblosung Entfarbeldsung
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 5 VT Methanol
250 5 VT Aqua dest.
in Entfarbeldsung 1 VT Eisessig
Durchftihrung:

Nach der Elektrophorese wurden die SDS-Gele 15 min bei RT in der Coomassie-
Farblosung gefarbt und anschlielend bei RT in der Entfarbeldésung unter Schitteln

so lange entfarbt, bis die Proteine als blaue Banden deutlich wurden.
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4.6.5 Western Blot Analyse

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert (Kyshe und Anderson, 1984). Der Transfer
erfolgte zwischen zwei horizontalen Platinelektroden in einem Transferpuffer im
.semi-dry“- Verfahren. Aufgrund der SDS-bedingten negativen Nettoladung der

Proteine wandern diese im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode.

Materialien/ LOsungen:

Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schuell, 0,451)
Whatman® 3MM Chromatographiepapier (Schleicher & Schuell)
Hyperfilm-ECL (Amersham)

Blotpuffer

192 mM Glycin
50 mM Tris
20% (v/v) Methanol

Block-Puffer

3% Magermilchpulver
in TBS

Wasch-Puffer

0,1% Magermilchpulver
in 1IXTBS/ Tween (0,1%)

Durchftihrung:

Die Membran und das Filterpapier wurden in Transferpuffer (,Blotpuffer®) equilibriert
und in der Reihenfolge Filterpapier, Membran, Gel und Filterpapier zwischen die
Elektroden gelegt. Die Proteine wurden bei einer Stromstarke von 1 mA/cm?

Gelflache fur 1h auf die Membran transferiert.
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4.6.6 Immunologischer Nachweis

Nach dem Western Blot wird das Zielprotein mit spezifischen Antikérpern auf der
Membran detektiert. Der Primarantikdrper ist dabei gegen das nachzuweisende
Protein gerichtet, wahrend der Sekundarantikorper den Primarantikbrper erkennt.
Dabei ist an den zweiten Antikorper ein Enzym gekoppelt, welches im Nachweis mit

einem spezifischen Substrat reagiert.

In dieser Arbeit erfolgte der Nachweis membrangebundener Antigene durch einen
Komplex aus zwei Antikorpern: dem Priméarantikorper (a-myc (Maus), AG Barnekow)

und dem Peroxidase (POD)-markierten Sekundarantikoérper (a-Maus-POD).
Durchftihrung:

Nach dem Elektrotransfer der Proteine erfolgte die Blockierung freier Bindungsstellen
fur 1 h in Block-Puffer bei RT. AnschlielRend wurde die Membran dreimal ftr je 10
min mit 1x TBS/ Tween gewaschen und schlie3lich fur 1h bei RT mit dem
Priméarantikorper (a-myc, 1:50) inkubiert. Nach weiterem dreimaligen Waschen mit
dem Waschpuffer erfolgte die Inkubation des POD-markierten Sekundarantikdrpers
(a-Maus-POD, 1:1000) far 30 min bei RT. Zum zweiten Mal wurden die
ungebundenen Antikérper durch dreimaliges Waschen entfernt. Mit Hilfe des ,ECL
Western Blotting Kit* (,Enhanced Chemiluminescence“ (ECL), Amersham) wurden
die Proteine auf einem ECL-Hyperfilm detektiert. Die Entwicklung des Filmes wurde

nach Angaben des Herstellers durchgefthrt.

4.7 DNA/ Protein-Bindungs-Test

4.7.1 ,,Gelshift”’-Test

Um die DNA-,mismatch“-bindende Affinitdt der exprimierten und aufgereinigten
Proteine MutS und MutM mit dem kommerziell erworbenen rekombinaten Protein
MutS der Firma GenCheck Inc. zu vergleichen, wurde der ,Gelshift Test in einem
nativen Polyacrylamidgel nach Vorschrift der Fa. Amersham durchgefiihrt. Die

Oligonukleotidsequenzen wurden wie folgt hybridisiert und mit dem Protein inkubiert:

Materialien/ Puffer:

Elektrophorese-Minikammer (BioRad)



Methoden 52

DNA- 6% Native PAGE
»annealing“-Puffer (AP)
20 mM Tris-HCI 200 ul 50x TAE-Puffer
0,1 mMDTT 2 ml AA-Bis-Stammlésung (29:1)
0,01 mM EDTA 7,8 ml Aqua dest.
5 mM MgCl, 5 ul TEMED
pH 7,6 50 ul 10% APS

Durchfthrung:

Komplementéare, sowie um eine Base veranderte Oligonukleotidsequenzen wurden in
einem molaren Verhaltnis 1:1 in dem DNA ,annealing“-Puffer gemischt. Die
Konzentration betrug 14 pmol/ul. Das Gemisch wurde fur 10 min auf 70 °C
denaturiert und anschlieBend fir 30 min bei Raumtemperatur hybridisiert. Das
Gesamtvolumen der Reaktionsansatze betug 10 pl. Die Oligonukleotide wurden in
einer Endkonzentration von 1,4 pmol/ul mit den DNA-bindenden Proteinen myc-MutS
und myc-MutM, sowie dem Protein MutS der Firma GenCheck in 0,2 pl-PCR-,tubes”
gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Konzentration der Proteine betrug
versuchsweise 1-5 pmol (1pmol entspricht ca. 97 ng). Nach Zugabe von 1 ul 80%
Saccharose wurden die Proben bei 4°C in einer 6%-igen nativen PAGE bei 8 V/cm

getrennt.

Aufgrund des erhdhten Molekulargewichtes, bedingt durch das gebundene Protein,
zeigten fehlgepaarte DNA-Fragmente ein veradndertes Laufverhaltens im Gel. Die
DNA wurde nach erfolgter Trennung mit dem Farbreagenz SYBR-Green, welches in
die DNA interkaliert, fur 30 min inkubiert und bei einer WL von 245 nm UV-Licht

emittiert.
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4.7.2 Slot Blot Test

In der Slot Blot Analyse nach Wagner et al., wurden die in dieser Arbeit exprimierten
und isolierten DNA-,mismatch®-bindenden Proteine MutS und MutM, sowie das
Protein MutS (Fa. GenCheck) auf eine Nitrocellulosemembran immobilisiert und mit
kurzen DNA-Sequenzen inkubiert. Die hybridisierten DNA-Sequenzen unterschieden
sich jeweils durch eine ausgetauschte Base in der Sequenz. Im Gegensatz zu der
zuvor beschriebenen Methode (,Gelshift® Test), erfolgt der Nachweis heterogener

DNA-Sequenzen nicht in der Gelelektrophorese.

Materialien/ Reagenzien:

Slot Blot Kammer (BioRad)
Nitrocellulose (Schleicher & Schuell)
Filterpapier (Schleicher & Schuell)
ECL Western Blot Kit (Amersham)

Durchftihrung:

Pro Slot wurden ca. 5 pmol MutS (GenCheck), entsprechend 2 pl MutS und 3 ul
MutM, auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen und fir 20 min bei RT
immobilisiert. Die Absattigung der Membran erfolgte in einer 3% BSA/ “annealing’-
Puffer-Losung (BSA/ AP) fur ca. 30 min bei RT, um freie Bindungsstellen zu
blockieren. Anschlielend wurde die Membran mit der biotinmarkierten
doppelstrangigen mm-/ pm-DNA fir 30 min bei RT inkubiert (s. ,Gelshift* Test). Um
keine DNA-Rickstdnde zu erhalten, wurde diese dreimal in AP fir 10 min
gewaschen. Die Bindungsaffinitat der DNA-,mismatch”-bindenden Proteine wurde
nach der Inkubation (30 min, RT) mit einem POD-markierten Sekundarantikérper (a-
Biotin-POD, 1:1000) auf einem Rontgenfiim (5 min) mit Hilfe des ECL-

Detektionssystem dargestellt (s. Western—Blot Analyse).
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4.8 DNA ,Mikroarray“

Das Konzept der DNA-,chip’-Analyse ermoglicht es, in einer Reaktion und einem
Reaktionsraum - entsprechend der Zahl der DNA-Sonden - eine grof3e Anzahl von
DNA- target‘-Molekulen gleichzeitig nachzuweisen. Das Prinzip der DNA-,chip’-
Technologie wurde in der Einleitung dargestellt. Im folgenden Abschnitt soll die

Herstellung eines DNA-,chips” naher beschrieben werden.

Um DNA-,chips” (DNA-,Mikroarrays®) zu generieren mussten DNA-Sonden gefunden
werden, die das jeweilige Gen spezifisch und sensitiv detektieren. Dabei wurden
Einzelstrangnukleotide, sog. DNA-Sonden mit bekannter Sequenz, in Form von
synthetischen Oligonukleotiden und PCR-Produkten, in einem Punktraster auf eine
Glasoberflache (,slide®) aufgetragen (,gespottet®). Das ,spotten” erfolgte mit einer
feinen Nadelspitze (,stealthpins®). Dabei wurde jeder DNA-Sonde zuvor eine
definierte Position im ,Array”“ zugeordnet. Mit Hilfe Amino-modifizierter DNA-Sonden
am 5-Ende wurde bei 60°C eine kovalente Kopplung der Sequenzfragmente auf
dem epoxybeschichteten Glas-,slide® ermdglicht. Die Konzentration der
Oligonukleotide wurde zuvor in dem entsprechendem ,spotting“-Puffer eingestellt.
Unter stringenten Bedingungen wurden anschlieRend fluoreszenzmarkierte DNA-
Einzelstrange (,targets®) in einer wassrigen Lésung mit den immobilisierten DNA-
Sonden inkubiert. Dabei konnten komplementare DNA-Sequenzen miteinander
hybridisieren. Nach der Hybridisierung wurden die ,chips“ gewaschen und mit Licht
einer bestimmten Wellenlange im ,Array-Scanner 428“ angeregt. Die beobachtete
Fluoreszenz wurde von einem Computer in sichtbare Bilder umgewandelt und
analysiert. FUr das Prozessieren der ,chips® wurden Farbetroge mit Metalleinsatz
benutzt, die jeweils 10 ,chips“ aufnehmen konnten.

4.8.1 ,spotten“ der DNA-Sonden

Das ,spotten” der DNA-Sonden erfolgte mit Hilfe des Mikroarrayroboters ,MikroGridll*
(Material).

Materialien/ Reagenzien/ Puffer:

Mikrotiterplatte (Greiner)
Fluoreszenzfarbstoff Bodypy TMR-X (MWG)
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,Micro Cleaning Solution® (TeleChem)

»spotting”-Puffer DNA-Sonden Konzentration
100 mM Na-Phosphat-Puffer/ 10 pM
0,005% SDS 5 uM
1uM

Fur die DNA-Hybridisierung standen vier verschiedene DNA-Sonden und vier
verschiedene DNA-targets” (3.11.2) zur Verfugung, die sich jeweils durch den
Austausch einer Base unterschieden. In den Experimenten wurde jeweils ein DNA-
Target mit einer DNA-Sonde inkubiert, sodass 4 komplementare (DNA-,perfect
match“) und 12 fehlgepaarte (DNA-,mismatch®) DNA-Sequenzen hybridisieren

konnten.

Die aminomodifizierten DNA-Einzelstrang-Sonden wurden im ,spotting-Puffer® auf
eine Endkonzentration von 10 uM verdunnt. Davon wurden 50 pl/ Vertiefung in die
96-,well“-Mikrotiterplatte vorgelegt. Die Ubertragung der Sonden auf die QMT-
,sSlides” erfolgte durch den Mikroarrayroboter ,MikroGridll“, der mit Hilfe einer feinen
Nadel winzige FlUssigkeitstropfen (,spots®) aus der Mikrotiterplatte auf die
Glasoberflache (,slide“) ablegte. Vor und nach jedem Gebrauch des Spotters wurde
die zur ,Array“-Herstellung verwendete Nadel zweimal fir 3 min in einem
Ultraschallbad gereinigt. Im ersten Reinigungsschritt wurde die 2%-ige ,Micro
Cleaning Solution“ eingesetzt, anschliefend wurde die Nadel drei Minuten in A.
bidest gewaschen. Pro Probenansatz wurden jeweils 10 ,spots“ aufgetragen. Um
Konzentrationsunterschiede und Verschleppungen zu vermeiden, erfolgte zu Beginn
des ,spotting“-Auftrags ein sog. ,pre-spotting“. Dafur wurden zwei ,slides” vorgelegt,

auf denen die zu ,spottende” Probe 20x aufgetragen wurde.

Um die Markierung eines ,Arrays“ zu definieren, wurde zu Beginn des ,spotting“-
Vorganges der Fluoreszenzfarbstoff Bodypy TMR-X in die vier Eckpunkte eines
JArrays“ gespottet. Im Anschlu® daran wurden die einzelnen DNA-Sonden
entsprechend ihrer ,Array‘-Position aufgetragen. Die Immobilisierung der Sonden
erfolgte nach dem ,spotten“ fir 30 min bei 60°C auf den ,slides®. Unter diesen

Temperaturbedingungen wurden kovalente Bindungen zwischen der ,slide*
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Oberflache und der Sonde begunstigt. Bis zur Hybridisierung wurden die ,slides®

trocken und dunkel in ,slide“-Boxen gelagert.

4.8.2 Hybridisierung und Detektion fluoreszenzmarkierter DNA-,targets*

Im Rahmen der DNA-Hybridisierung wurden verschiedene Hybridisierungszeiten,
Temperaturen und Puffer getestet. Die optimierten Versuchsbedingungen werden im

Ergebnisteil detailiert beschreiben.

Material/ Puffer:

,GeneTAC Hybridisation Station”
250pl-,HybriWells® (Inkubationskammern, Sigma-Aldrich)

DNA-, target” Konzentration

100 nM

1uM

5 uM

Hybridisierungspuffer

5x SSC/ 1% SDS

5x SSC/ 0,1%SDS

5x SSC

3x SSC

Inkubationszeit und Temperatur

10 min 95°C anschlieRend 30 min bei 37°C

10 min 70°C anschlieRend 30min bei RT

10 min 70°C anschlieRend 1h bei RT

10 min 70°C anschlieRend UN bei RT

30 min bei RT

1h bei RT

UN bei RT
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Waschldsung | Waschldsung Il Waschldésung llI

2x SSC 2x SSC 0,2x SSC
0,1% (w/v) SDS

Nachdem die DNA-Sonden kovalent auf dem ,slide“ gebunden und das DNA-,Array”
mit einem ,HybriWell* begrenzt wurde, erfolgte die DNA-Hybridisierung unter

folgenden Bedingungen:
e Denaturieren der Target-Molekdle : 10 min bei 70°C im Thermoblock
e Hybridisieren der ,target“-L6sungen : 1 h bei RT (Taumler)
e Waschen der ,slides” : je 2 min pro SSC-Waschpufferldsung
e Trocknen der ,slides®: 5-10 s zentrifugieren (Slide-Zentrifuge)
Durchftihrung:

Die DNA- target“-Losungen, die im Rahmen der Optimierung 100 nM, 1 pM bzw. 5
MM in 5x SSC-Hybridisierungspuffer verdinnt und im Thermoblock bei 70°C fir 10
min denaturiert wurden, konnten nach der Hybridisierung (1h bei RT) mit einer
Pipette in die Offnungen der ,Hybri-Wells“ gefiillt werden. Damit die
Versuchsbedingungen nicht durch auf3ere Einflisse (Verdunstung von Flussigkeit)
beeinflusst werden konnten, muften die “HybriWells” unmittelbar nach dem Fillen
mit kleinen Klebeplattchen verschlossen werden. In den Experimenten variierte die
Denaturierungs-und Hybridisierungszeit zwischen 10 min bei 70°C bzw. 90°C und
mehreren Stunden bei RT bzw. erhdhter Temperatur (37°C). Die Durchfihrung

erfolgte entweder ruhend oder schwenkend auf einem Labortaumler.

Nach der Hybridisierung wurden die ,slides* fur 2-5 min pro Waschlosung (I-1l)
gewaschen. Im Rahmen der Optimierungsversuche enthielten die Waschlésungen
unterschiedliche Konzentrationen SSC und SDS, ebenso variierte die Zeit der
jeweiligen Waschlgange. Um unspezifisch gebundene ,targets von den Sonden
abzuldésen, aber dennoch eine mdoglichst geringe Diskriminierung zu erreichen,

wurden die ,slides” fur jeweils 2 min pro Waschldsung gewaschen. Im Rahmen der
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Entwicklung des DNA-,chips® wurde die Hybridisierung sowohl manuell als auch

automatisiert (GeneTac-Hybridization Station,

Perkin Elmer) durchgefihrt.

Fluoreszenzdetektion erfolgte mit Hilfe des ,Array Scanners 428°.

Die

Herstellung eines DNA-“chips*

A’ Tr
“f. al

A
G’ c)
c! G’
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N cl
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G
C ’ DNA-“perfectmatch®
DNA-“Spotting* A’ DNA-Hybridsierung Laser )
| Al il
e/ S $ 1 uoreszenz

Detektion

immobilisierte

Glasslide DNA-Sonde

DNA-,mismatch”

Abb. 6 Schematische Darstellung eines DNA-,,chips”.

Aminomodifizierte Oligonukleotide werden auf Aldehyd-modifizierte Glas“-slides* aufgetragen
(“gespottet”). Bei 60°C erfolgt ein “crosslink” zwischen den DNA-Sonden und dem Glas-“slide”.
Anschlielend wird der ,chip“ gewaschen, um ungebundene DNA-Sonden zu entfernen. Die Cy3-
markierten DNA-,targets“ werden zur Hybridisierung mit den DNA-Sonden auf dem Chip inkubiert.
Um unspezifische DNA-,mismatch“-Bindungen zu vermeiden, werden die ,chips® nach der
Hybridisierung gewaschen. Der Nachweis der Hybridisierung erfolgt mit Lasern unterschiedlicher
Wellenlange. Die beobachtete Fluoreszenz wird vom Computer in Bilder umgewandelt und
analysiert.
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4.8.3 Aufbau eines SNP-Analyse-,,chips“ auf der Basis des DNA-,,mismatch”-

bindenden Proteins myc-MutS

Der Nachweis somatischer Mutationen erfolgte auf dem beschriebenen
Oligonukleotid-,Array” mit Hilfe des DNA-,mismatch”-bindenden Proteins myc-MutS.
Unter optimierten Bedingungen binden DNA-,mismatch”-bindende Proteine an nicht
komplementare DNA-Doppelstrange. Im Rahmen dieser SNP-,chip’-Entwicklung

wurden keine fluoreszenzmarkierten DNA-,targets” verwendet.

Reagenzien/ L6sungen:

Antikorper (Material)

Optimierung der myc-MutS
Block-Puffer )
Konzentration

3% BSA
1:50
in ,annealing® Puffer (AP)
1% BSA
1:100
in ,annealing® Puffer (AP)
1% Magermilchpulver (MP
J P (MP) 1:150

in ,annealing® Puffer (AP)

Optimierung der Inkubationszeit und -

Temperatur

Optimierung des Waschzeit

15 min bei 60°C

5 min bei RT

20 min bei 37°C

2 min bei RT

30 min bei RT°C

1 min bei RT

1h bei RT

10x langsam eintauchen, bei RT

Durchftihrung:

Die Durchfihrung der DNA-Hybridsierung erfolgte wie beschrieben. Im Rahmen der
Entwicklung und Optimierung der Protein-Bindung wurden unterschiedliche
Losungen und Inkubationszeiten getestet. Zur Abséttigung der freien Bindungsstellen
auf dem ,slide” wurde die ,slide“-Oberflache fir 30 min bei RT in einem Block-Puffer
(1% BSA/ AP) inkubiert. Zur Detektion fehlgepaarter DNA wurde das DNA-
,mismatch“-bindende Protein myc-MutS in einer 1%igen BSA/ AP (1:150) verdinnt
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und im Rahmen der Optimierung zwischen 20 min und 30 min bei RT, 37°C bzw.
60°C auf dem DNA-,chip“ inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde anhand eines
Konzentrationsvergleiches mit dem Protein MutS der Firma Gencheck in einem SDS-
PAA-Gel ermittelt, da das in dem Elutionspuffer enthaltene Mercaptoethanol in der
Proteinbestimmung nach Bradford stérte. Um unspezifisch gebundene Proteine zu
entfernen, folgte ein Waschschritt, indem die ,slides® 10x langsam in den

Waschpuffer eingetaucht wurden.

Die immunologische Detektion des Proteins myc-MutS erfolgte in Anlehnung an die
Western Blot Analyse. Die ,slides” wurden nach dem Waschen mit einem 60 pl
~Hybriwell“ beklebt und fur 30 min mit dem monoklonalen myc-Antikérper (1:50 verd.
in 1% BSA/ AP) bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die ,slides” vorsichtig in dem
.=annealing-Puffer* gewaschen (10 x Eintauchen und Abtropfen) und mit dem
Sekundarantikorper a-Maus-Cy3 (1:1000 in 1% BSA/ AP) fir 30 min bei RT inkubiert.
Nach dem letzten Waschschritt, in dem ungebundene Antikorper-Molekile entfernt

wurden, erfolgte die Fluoreszenzdetektion mit Hilfe des ,Array Scanners 428

Alle Hybridisierungsschritte, die zum Aufbau des DNA-,chips® notwendig waren,
wurden sowohl manuell als auch automatisiert durch die ,GeneTAC Hybridisation

Station” getestet.
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Abb. 7 Schematischer Verlauf der DNA-,mismatch”-Detektion mit Hilfe des modifizierten
myc-MutS.

Hybridisierte DNA-,mismatch®-Sequenzen werden auf dem DNA-,chip® mit Hilfe des modifizierten
rekombinanten Proteins myc-MutS detektiert und in einer immunologischen Kaskade (a-myc/ a-
Maus-Cy3) fluoreszenzmarkiert. Laser unterschiedlicher Wellenlange ermdglichen die
ortspezifische Detektion auf dem Glas-“slide”.
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4.8.4 Versuche zur Optimierung der myc-MutS Bindungsaffinitat

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Bindung des DNA
.,mismatch® bindenden Proteins myc-MutS sowie die Verringerung der
Hintergrundreaktionen durch die Inkubation mit einer Endonuklease ,Mung Bean
Nuclease® bzw. eines ,single strand binding Proteins® (,SSB") erfolgreich verandert

werden konnte.

4.8.4.1 Untersuchung des Einfluss einer,,Mung Bean Nuclease*

Bei der ,Mung Bean Nuclease® handelt es sich um ein Enzym aus der Gruppe der
Endonukleasen. Diese Enzyme sind in der Lage, einzelstrdngige DNA-Fragmente
endstandig (3’ und 5’) zu verdauen. Im Rahmen der DNA-,mismatch“ Diskriminierung
wurde die enzymatische Reaktion direkt nach der Hybridisierungsreaktion auf dem
DNA-,chip® durchgefuhrt, um einzelstrangige nicht-hybridisierte DNA-Sonden zu
verringern und um falsch-positive Ergebnisse durch die Bindung des Proteins an

diese Sequenzen, zu verhindern.

In den Experimenten wurden verschiedene Konzentrationen der Endonuklease
getestet. Ebenso wurde Inkubationsdauer und die Temperatur varriert. Die

Anwendung dieses Enzyms erfolgte nach Herstellerangaben.

Reagenzien:

,Mung Bean Nuclease” (New England Biolabs)
10x ,Mung Bean Nuclease”-Puffer
“HybriWell” (Schleicher & Schuell)

Optimierung der Optimierung der
»Mung Bean Nuclease“-Verdiinnung Inkubationsdauer u.
(Konz. 10 U/pl): Temperatur
1:10000 25 min bei 30°C
1:1000 30 min bei 37°C
1:500 1h bei 37°C
1:100
1:10
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Im AnschluR an die DNA-Hybridisierung wurde das DNA-,Array® mit einem
,Hybriwell* begrenzt und im Rahmen der Optimierung bei unterschiedlichen
Temperaturen (30°C, 37°C) und Inkubationszeiten (25 min, 30 min, 60 min in
unterschiedlichen Endonuklease-Konzentrationen inkubiert. Die Verdinnung des
Enzyms erfolgte nach Vorschrift des Herstellers in Nuklease-Puffer. Nach der
Inkubation wurden die ,slides” fur je 2 min in den Waschlosungen |-1l1l gewaschen.
Die Durchfuhrung der myc-MutS Bindung erfolgte wie beschrieben.

4.8.4.2 Untersuchung des Einflusses durch ,,single strand binding“ Proteine
(»SSBY)

Zur Optimierung der DNA-,mismatch” Detektion, wurde das ,single strand DNA
binding Protein“® (SSB) der Firma Sigma eingesetzt. Genecheck Inc. (USA)
beschreibt in der Versuchsvorschrift der “IMBP96-well plates”, dass die Inkubation
von SSB-Proteinen an einzelstrangige DNA-Sequenzen (ssDNA)

Hintergrundreaktionen und damit “falsch-positive” Signale verringern.

Reagenzien:

SSB-Protein (Sigma-Aldrich)

Optimierung der ,,SSB“ Protein- Optimierung der Inkubationsdauer und
Konzentration Temperatur
(Konz: 2,67 pg/ul):

1:10 1h bei 37°C
1:20 30 min bei 25°C
1:50 30 min bei 37°C

Nach Absattigung der ,slide“-Oberflache mit dem Block-Puffer erfolgt die Inkubation
des SSB Proteins in einer Konzentration von ca. 0,1 ug (Verd. 1:20) far 30 min bei
37°C. Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an das Gene Check Protokoll (,The

use of SSB in Mutation Detection Experiments*).

4.8.4.3 Amplifikation genetischer BRCA1-Sequenzen zur diaghostischen
Applikation

Im Rahmen der diagnostischen Applikation und zur Kontrolle des DNA-,mismatch®-
bindenden Proteins myc-MutS wurden 100 bp-BRCA1l-Fragmente (BRCA1-Ins und
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BRCA1-Del) in der Standard-PCR amplifiziert. Die genomische DNA wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Preisler (Institut far
Humangenetik) zur Verfigung gestellt. Die elektrophoretische Kontrolle der
Amplikons erfolgte in einem 3%igen Agarosegel. Nachdem die Proben in dem
»Spotting“-Puffer” verdinnt und far 10 min bei 70°C auf dem Thermoblock denaturiert
wurden. Die ,chip“-Experimente erfolgten in Anlehnung an die beschriebene DNA-
Y2Array“-Durchfihrung (4.8).
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5 Ergebnisse

Die Mehrzahl der malignen Tumore entstehen sporadisch, wobei die genetischen
Veranderungen auf der somatischen Ebene erfolgen. Bei manchen Familien liegen
jedoch vererbte genetische Alterationen vor, die =zu einer frihzeitigen

Krebserkrankung fihren kbnnen.

So ist auch Brustkrebs in 5 bis 10% der Félle erblich bedingt. Dabei spielen neben
dem p53-, dem erbB-2 und dem PTEN- Gen vor allem das BRCA1- und das BRCA2-
Gen eine besondere Rolle. Epidemiologische Untersuchungen beziglich des
Vorhandenseins von Mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen bei betroffenen
Frauen zeigten, dass bei 10 bis 30% der Brustkrebspatientinnen eine positive
Familienanamnese mit mindestens einem weiteren erstgradig verwandten

betroffenen Familienmitglied nachweisbar ist.

Die molekulargenetische Analyse von Mutationen im BRCA1- und BRCA2-Gen ist
derzeit noch sehr zeit- und kostenaufwandig. Dabei hat sich gezeigt, dass im
Rahmen der Krebsfriherkennung und Pravention eine frihzeitige Analyse von
Mutationen in diesen beiden Genen die Entwicklung des Brustkrebs und somit die

Prognose der betroffenen Frauen erheblich verbessern kdnnte.

Im Zentrum dieser Arbeit steht die Entwicklung eines Klinisch-diagnostischen

,screening”-Verfahrens, welches somatische Mutationen in Brustkrebsgenen erkennt.

Wie schon in der Einleitung beschreiben, erlauben DNA-,Mikroarrays® eine schnelle
und kostengunstige genetische Analyse. Mit Hilfe der rekombinanten und myc-
modifizierten DNA-,mismatch”-bindenden Proteine myc-MutS und myc-MutM sollten

unbekannte somatische Mutationen auf einem DNA-,chip” detektiert werden.
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Verlaufsschema der
experimentellen Arbeiten

Amplifikation und Modifizierung
mmmp- DNA-“mismatch“-bindender
Proteine: MutS & MutM

Klonierung und Expression

Affinitatschromatographie =mp Aufreinigung und Kontrolle

der Proteine

DNA-Bindungs-Test Untersuchung der DNA-
=—p  Mismatch“- bindenden
Funktion

Entwicklung und
== Optimierung eines SNP-
Analyseverfahrens

Abb. 8 Entwicklungsschema eines DNA-,,chips“

Die Modifizierung und Expression der Proteine MutS und MutM erfolgte mit Hilfe der
PCR-Amplifikation und Klonierung in E. coli. Nach der Proteinaufreinigung und
Molekulargewichtskontrolle wurde die DNA-,mismatch“-bindende Funktion der
rekombinanten Proteine in Vorversuchen auf der Basis bekannter DNA-Bindungs-
Tests analysiert. Die Entwicklung und Optimierung eines neuen SNP-
Analyseverfahrens basierte auf der Technik eines DNA-,Mikroarrays*.

5.1 Amplifikation und Modifizierung der DNA-,,mismatch*-
bindenden Proteine MutS und MutM

5.1.1 DNA Isolierung und Genamplifikation

Fur die in vitro Herstellung der DNA-,mismatch“-bindenden Proteine MutS und MutM
wurde die bakterielle DNA aus dem thermophilen Bakterienstamm Thermus
thermophilus (Stamm HB8) isoliert und aufgereinigt. Die Amplifikation der ,full
length“-cDNA erfolgte mit Hilfe der Pfu-DNA-Polymerase in der PCR. Es wurden
~primer* verwendet (MutS for/ MutS rev sowie MutM for/ MutM rev), die neben den
definierten Sequenzabschnitten zusétzlich eingefligte Restriktionsschnittstellen (Ndel
und Hindlll) enthielten. Diese waren fir die anschlieRende Klonierung in den pQE-

myc-Expressionsvektor notwendig.

Die Abb. 9 zeigt die amplifizierten PCR-Fragmenten MutS und MutM in einem
1%igen Agarosegel. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei einer Laufzeit von

1h und einer konstanten Spannung von 100 V. Durch den Vergleich mit einem
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parallel aufgetragenen DNA-Langenstandards (1 kb-,ladder’, MBI Fermentas)
wurden die DNA-Fragmente MutS (2454 bp) und MutM (801 bp) in der
Gelelektrophorese identifiziert.

MutS (2454 bp)

MutM (801 bp)

Abb. 9Trennung der PCR-Fragmente im
Agarosegel (1%)

In den Auftragsbahnen 1 und 2 sind die
amplifizierten cDNA-Fragmente MutM (801 bp)
und MutS (2454 bp) dargestellt. Die
doppelstrangige DNA wurde mit
Ethidiumbromid gefarbt.
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Klonierung und ol
Expression Ziele:
Kultivierung der Thermus thermophilus Isolierung der
DNA prokaryotischen DNA
MutS-/ MutM-Amplifikation =—=p Einfligen einer Ndel und Hindlll-
Restriktionsschnittstelle
TOPO-TA-Klonierung und Restriktion Isolierung der cDNA-
(Ndel/ Hindi) g Sequenzen (Muts, MutM)
- N-terminale myc-
PQE-myc Subklonierung > Modifizierung
P Einfigen einer EcoRI-
-Amplifikat — 9
myc-Ampaikation Schnittstelle am 5 Ende
TOPO-TA-Klonierung und Restriktion Isolierung der myc-DNA-
. g Sequenzen
(EcoRI/ HindllIl)
, Expression Cal-myc-
_ —— K i i
PCAL-Klonierung markierter-Fusionsproteine
Kontrolle der Fusions-
-
Sequenzanalyse Sequenzen
Anreicherung und Isolierung
Proteinexpression in E. coli BL21 === der rekombinanten
Fusionsproteine: myc-MutS
und myc-MutM

Abb. 10 Verlaufsschema zur Klonierung und Expression der Gensequenzen
MutS und MutM

Die amplifizierten und aus dem TOPO-TA-Klonierungsvektor restringierten DNA-
Fragmente MutS und MutM, sowie der Vektor pQE-myc-Mss4 wurden mit den
Restriktionsenzymen (Ndel/ Hindlll) geschnitten. AnschlieRend wurden die DNA-
Fragmente MutS und MutM (Uber die komplementaren Enden in den
Expressionsvektor pQE-myc ligiert. Auf der Basis dieses DNA-Konstruktes erfolgte im
weiteren Schritt die myc-,tag“-Modifikation der DNA-Fragmente durch eine zweite
PCR. Die modifizierten DNA-Fragmente wurden wieder in den TOPO-TA-
Klonierungsvektor ligiert, um anschlieRend lber die Restriktionsschnittstellen (EcoRI/
Hindlll) geschnitten und in den Expressionsvektor pCAL ligiert zu werden.

5.1.2 Modifizierung und Subklonierung der amplifizierten Fragmente

Die folgenden Klonierungs- und Restriktionsexperimente der cDNA-Fragmente MutS
und MutM aus dem TOPO-TA-Klonierungsvektor lieferten die gewinschten DNA-
Fragmente mit den definierten Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll. Die TOPO-
TA-Klonierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Jeweils drei potentiell positive
Transformanden wurden in der Plasmid-Minipraparation aufgearbeitet und in der

Restriktionsanalyse mit den Enzymen Ndel/ Hindlll kontrolliert (Daten nicht
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gesondert gezeigt). Das Ergebnis ergab jeweils zwei positive Klone, von denen
jeweils ein Klon (MutS-Klon/ MutM-Klon) fir die Modifizierung der Fragmente

verwendet wurde.

Die experimentelle myc-Modifizierung der amplifizierten cDNA-Fragmente MutS und
MutM erfolgte mit Hilfe des eukaryotischen Expressionsvektors pQE-myc-Mss4, der
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Frau Prof. A. Barnekow zur Verfiigung
gestellt wurde. Diese pQE-His-myc-Vektorvariante ist u. a. bei Schiedel et al.
beschrieben (Schiedel et al., 1995). pQE-myc-Mss4 wurde als ,Zwischenvektor”
eingesetzt, um N-terminal-modifizierte myc-MutS und myc-MutM DNA-Fragmente zu
generieren. Die myc-Sequenz des Vektors entspricht einer 13 AS-langen DNA-
Sequenz des myc-Onkogens und dient im Rahmen dieser Arbeit als immunologische

Erkennungssequenz (Epitop).

Die in dem Expressionsvektor pQE-myc-Mss4 eingefiugte Gensequenz Mss4 wurde
fur die Klonierung der amplifizierten cDNA-Fragmente MutS und MutM mit Hilfe der
Restriktionsenzyme Ndel und Hindlll herausgeschnitten. Die Restriktionskontrolle
erfolgte in einem 1%igen Agarosegel. Dabei wurde der linearisierte pQE-myc Vektor
anschlielBend aus dem Gel isoliert. Die Ligation der restringierten DNA-Fragmente
MutS und MutM erfolgte Uber die komplementaren Schnittstellen Ndel/ Hindlll in den
Vektor pQE-myc. Die Transformation der pQE-myc cDNA Konstrukte erfolgte in
Calciumchlorid-kompetente Zellen des Bakterienstammes E. coli DH5a. Das
Ergebnis der Transformation ergab 82 myc-MutM und 54 myc-MutS-Klone. In der
Aufarbeitung wurden jeweils ein potentieller myc-MutM und drei potentielle myc-MutS
Klone bearbeitet. Jeweils ein positiver Klon wurde in der Restriktionsanalyse anhand
des Molekulargewichtes in einem 1%igen Agarosegel identifiziert und fur die

nachfolgende PCR verwendet. (Daten nicht extra aufgefihrt.)

5.1.3 Endklonierung in den pCal-Expressionsvektor

Das Einfuigen der EcoRI-Restriktionsschnittstelle am 5’-Ende der myc-modifizierten
Sequenzen (myc-MutS, myc-MutM) erfolgte mittels Amplifikation durch die Wahl des
myc-spezifischen ,primers” (myc-for). Das komplementare Fragment wurde Uber die
reversen primer‘ MutS-rev bzw. MutM-rev definiert. Die PCR wurde unter
Standardbedingungen durchgefuhrt. In der DNA Analyse konnte ein myc-MutS

Fragment mit einer Lange von ca. 2493 bp und ein myc-MutM Fragment mit einer
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Lange von ca. 840 bp dargestellt werden. (Daten nicht aufgefiihrt.) Die Klonierung
der myc-Fragmente erfolgte zunachst in den TOPO-TA-Klonierungsvektor, um mit
Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll DNA-Sequenzen zu erhalten, die
Uber die entsprechenden Schnittstellen in den Expressionsvektor pCal kloniert
werden konnten. Aufgrund der N-terminalen Calmodulin-Sequenz, die der Vektor
enthalt, besal3en die ligierten myc-Fragmente eine zusatzlich eingefiigte Calmodulin-
Sequenz. Diese Calmodulin-Sequenz entspricht einem 4 kDa-Pepetid und diente der
nachfolgenden Proteinaufreinigung. Die Transformation der Konstrukte erfolgte
zunachst in Calciumchlorid-kompentente E. coli Zellen. Das Ergebnis der Klonierung
ergab ca. 20 cal-myc-MutS und 15 cal-myc-MutM Klone. Es wurden jeweils drei
potentielle Transformanden in der Plasmid-Minipraparation aufgearbeiteit und mit
Hilfe eines EcoRI/ Hindlll-Restriktionsverdaus im Agarosegel analysiert.

5400 bp pCAL

2493 bp myc-MutS

840 bp myc-MutM

Abb. 11 Gelelektrophoretische
Trennung der restringierten
Klonierungskonstrukte: pCAL-myc-MutM
und pCAL-myc-MutS

In den Auftragsbahnen 1 und 2 sind die
restringierten DNA-Fragmente myc-MutM
(840 bp) und myc-MutS (2493 bp) zu
erkennen. Mit einer Fragmentgréfe von
5400 bp ist der restringierte pCAL-Vektor
(5400 bp) zu erkennen. Die doppelstrangige
DNA wurde nach der elektrophoretischen
Trennung im  Agarosegel (1%) mit
Ethidiumbromid angefarbt.
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Abb. 11 zeigt das Ergebnis der EcoRI/ HindllI-Restriktionsanalyse in einem 1%igen
Agarosegel. Die Analyse ergab jeweils einen positiven Cal-myc-MutM und einen Cal-
myc-MutS Klon. Die Trennung erfolgte bei einer Laufzeit von ca. 1 h bei einer
konstanten Spannung von 100 V. Es wurden jeweils ca. 500 ng gereinigte und
geschnittene Plasmid-DNA aufgetragen. Durch den Vergleich eines parallel
aufgetragenen DNA-Langenstandards konnte fir das modifizierte myc-MutS
Fragment eine DNA-Lange von ca. 2493 bp und fur das modifizierte myc-MutM
Fragment eine Lange von ca. 840 bp in der Elektrophorese ermittelt werden. Der

restringierte pCAl-Vektor ist in Hohe von ca. 5400 bp dargestellt.

5.2 Kontrolle der modifizierten myc-Fragmente durch “cycle-
sequencing”

Zur Uberprufung der DNA-Sequenzen wurden die Inserts der Plasmide pCal-myc
MutM und pCal-myc-MutS vollstandig sequenziert. Aufgrund der Insertgrol3e war es
erforderlich, mit Hilfe von 3 (myc-MutM) bzw. 10 (myc-MutS) verschiedenen
Sequenzierprimern die Reaktion des ,cycle-sequencing” durchzufiihren. Pro
Sequenzabschnitt konnten ca. 500 Basen, z.T. in Uberschneidung einiger
Sequenzabschnitte, vollstandig kontrolliert werden. Die Sequenzierungen wurden mit
Hilfe der Kapillarelektrophorese des 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) analysiert. Mit Hilfe des Suchprogrammes BLAST (basic local alignment
search tool) (Altschul et al., 1990) konnten die Sequenzen direkt auf die Homologie
zum prokaryotischen MutS bzw. MutM von T. thermophilus geprift werden. Als DNA-
Vergleichssequenz wurde die in der Datenbank beschriebene MutS und MutM DNA
von T. Thermophilus (Acc-Nr.: D63810 und AB008520, s. Anhang) herangezogen.
Die  Ergebnisse zeigten eine 100%-ige Ubereinstimmung mit den

Vergleichssequenzen (Daten nicht extra aufgeftihrt).
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Proteinchemische

Untersuchungen Ziele:

Proteinisolierung und

Calmodulin-Affinitdtschromatographie o
Aufreinigung

—
Molekulargewichtskontrolle
> und immunologischer

Proteinnachweis

SDS-PAGE und Western Blot Analyse

Abb. 12 Untersuchungen zur Proteinaufreinigung und Identifizierung

Die beschriebenen proteinchemischen Untersuchungen dienten dazu, die modifizierten Proteine
aufzureinigen und zu identifizieren. Nach der Proteinaufreinugung erfolgte die Ermittlung des
Molekulargewichtes in der SDS-PAGE. Der Nachweis der modifizierten Fusionsproteine gelang durch
den monoklonalen myc-Antikdrper in der Western Blot Analyse.

5.3 Ergebnisse der proteinchemischen Untersuchungen

Die Proteinaufreinigung erfolgte, wie bereits beschrieben, mit einer Calmodulin-
Affinitatschromatographie im ,batch” Verfahren. Hierzu wurden die Konstrukte pCal-
myc-MutS bzw. pCal-myc-MutM in E. coli BL21-Zellen transformiert und
Uberexprimiert. Die Zelllyse und Elution des Proteins myc-MutS erfolgte unter nicht
denaturierenden Bedingungen in 300 mM NaCl-Elutionspuffer. Das Protein myc-
MutM konnte wahrscheinlich aufgrund zellular gebildeter ,inclusion-bodies” nur unter
denaturierenden Bedingungen, d. h. unter Zugabe von 3 M Harnstoff im Lysis- und
Elutionspuffer isoliert werden. Die Proteine der eluierten Fraktionen wurden nach der
Aufreinigung z.T. vereinigt. Nach dem Kochen der Zellextrakte wurden jeweils 10 pl
des zellularen Uberstandes (UST), des Pellets (P), des Durchlaufs (DL), der
Waschlésung (WL) und der vereinten Eluate (EL) in der SDS-PAGE getrennt. Die
Durchfiihrung der elektrophorestischen Trennung und der anschlieBenden Western
Blot-Analyse erfolgte wie unter Punkt 4.6.3 beschriecben. Mit Hilfe des
Proteinfarbstoffs Coomassie Brilliant Blue wurden die Proteine im Gel direkt

dargestellt.
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ryc-huts
(95 kDa)

Abb. 13 Calmodulin-markiertes  myc-MutS  Protein nach  der
Proteinaufreinigung in der SDS-PAGE (Coomassie-Farbung)

In der 6,25%-igen SDS-PAGE wurden jeweils 10 pl Uberstand (Spur 2),
Pellet (Spur 3), Waschlésung (Spur 4), Eluate 1-5 (Spur 5, 6, 7, 8, 9), sowie
Calmodulin-Matrix (Spur 10) aufgetrennt. Zum Nachweis der Proteine
wurden das Gel unmittelbar nach dem Lauf fir 15 min einer 0,25%igen
Coomassie Brilliant Blue-Farblésung inkubiert und anschlieend mit einer
Entfarbeldsung entfarbt.

Die Abb. 13 zeigt das Coomassie-gefarbte SDS-PAA-Gel. Im Rahmen der
Proteinisolierung ist eine deutliche Aufreinigung des Proteins Cal-myc-MutS zu
erkennen. Das Calmodulin-markierte Protein konnte in den Waschlésungsfraktionen
sowie den vereinten Eluaten 1, 3, 5 als Hauptprotein in Form einer Proteinbande im
Gel dargestellt werden. Das Molekulargewicht des Fusionsproteins Cal-myc-MutS
betrdgt ca. 95 kDa. In der Literatur wird das native Protein MutS mit 91,4 kDa
angegeben (Takamatsu et al., 1996).

rmyc-huthd
(34,1 kDa)

Abb. 14 Calmodulin-markiertes  myc-MutM  Protein  nach  der
Proteinaufreinigung in der Western Blot Analyse

In einer 6,25%igen SDS-PAGE wurden pro Auftragsbahn 10 pl
Probenvolumen aufgetrennt. Neben dem UST (Spur 1), P (Spur 2), DL (Spur
3), WL (Spur 4) wurden die Eluate 1, 3, 5 (Spur 5, 6, 7) sowie Cal-Matrix
(Spur 8) gelelektrophoretisch getrennt. Zur Detektion wurde der monoklonale
myc-Antikdrper in einer Verdinnung 1:50 (1% MP in TBS/ 0,1% Tween)
eingesetzt. Der zweite POD-markierte Maus-Antikdrper wurde in der
Verdiinnung 1:1000 (1% MP in TBS/ 0,1% Tween) eingesetzt. Der Nachweis
erfolgte mit einem ECL-System. Die Expositionsdauer betrug 2 min.
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In der Western Blot Analyse, Abb. 14, konnte unter Verwendung des monoklonalen
myc-Antikdrpers gezeigt werden, dass das Calmodulin-markierte Fusionsprotein Cal-
myc-MutM erfolgreich tUberexprimiert wurde. In den Auftragsbahnen 1 (UST) und 2
(P) sind starke Signale der myc-markierten Fusionsproteine zu erkennen. Das starke
Signal in der Spur 8 (Mt) deutet auf unldsliche myc-MutM-Proteine hin. In der
Literatur wird das native Protein MutM mit einem Molekulargewicht von 30 kDa
angegeben (Mikawa et al., 1998). Unter Berucksichtigung der fusionierten
Proteinsequenzen Cal (4 kDa) und myc (130 Da) erhoht sich das Molekulargewicht
auf ca. 34,1 kDa. Die Western Blot Analysen wurden im Rahmen der Protein-

Aufreinigungsoptimierung mehrfach bestéatigt.

DNA-Bindungs-

Ziele:
Tests cle

Funktionskontrolle der DNA-

,Gelshift* Test =mp “‘Mismatch“-bindenden myc-
Fusionsproteine
Kontrolle der Oligonukleotide
Slot Blot Test m—— (Wagner et al.1995) und des

Proteins MutS (GenCheck
Inc.)

Abb. 15 DNA-Bindungs-Tests zur Kontrolle der DNA-,,mismatch”-bindenden Funktion

Mit Hilfe des DNA-,Gelshift* Tests und dem Slot Blot Test wurden Experimente beziiglich der DNA-
.,mismatch“-bindenden Aktivitdt der modifizierten Proteine myc-MutS und myc-MutM sowie dem
rekombinanten Protein MutS der Firma GenCheck durchgefihrt.

5.4 DNA-Bindungs-Tests

5.4.1 Ergebnisse des ,,Gelshift“ Tests

Durch die Detektion DNA-,mismatch®-bindender Proteine an fehlgepaarte DNA-
Sequenzen (DNA-,mismatches®) und den damit einhergehenden Veranderungen der
DNA-Konformation, konnte die Bindungsaffinitat der rekombinanten Proteine myc-
MutM und myc-MutS im ,Gelshift“ Test kontrolliert werden. Weiterhin sollte mit Hilfe
dieses methodischen Ansatzes eine Kontrolle der Oligonukleotidhybridisierung und
ein Vergleich hinsichtlich der DNA-,mismatch®-bindenden Affinitat mit dem Protein
MutS der Firma GenCheck Inc. erfolgen. Basierend auf den Ergebnissen konnte die

Entwicklung der Mutationsdetektion auf dem DNA-,chip“ aufgebaut werden.
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In dem Experiment wurden 8 synthetische Oligonukleotide eingesetzt, die sich in
ihrer DNA-Sequenz in einer Base unterschieden. Das Resultat der DNA-
Hybridisierung ergab jeweils eine komplementdre DNA-Sequenz (DNA-,perfect
match®) und  drei fehlgepaarte @ Sequenzen  (DNA-,mismatch®). Die
Versuchsdurchfihrung erfolgte nach Vorschrift der Firma Amersham (Amersham,
Application Note 103, 2000).

Das Ergebnis dieses Experimentes ergab eine vergleichbare DNA-Bindungs-Affinitat
zwischen dem Protein MutS der Firma GenCheck und dem in dieser Arbeit
exprimierten Protein myc-MutS. Beide Proteine zeigten eine schwache
Bindungsaffinitat an Heteroduplex-, aber auch an Homoduplex-Sequenzen. Das
Protein myc-MutM zeigte keine reproduzierbare Bindungsaffinitat, weder zu den
komplementdren noch zu fehlgepaarten DNA-Sequenzen. Die Versuche wurden
mehrfach durchgefiihrt. Da die Signalintensitat insgesamt sehr schwach war, wurden
die Daten nicht extra aufgefiihrt. Aufgrund der schwachen Signalintensitat und der
nicht erwarteten Bindungsaffinitdt an einzelstrdngige DNA-Sequenzen wurde zur
weiteren Bindungs-Affinitdtskontrolle ein Proteinaktivitats-Test auf Nitrozellulose

durchgefihrt.

5.4.2 Ergebnisse des Slot Blot Tests

In einem weiteren Kontrollexperiment wurden die modifizierten DNA-,mismatch®
bindenden Proteine myc-MutS und myc-MutM sowie das Protein MutS der Firma
GenCheck auf Nitrozellulose immobilisiert (Wagner et al., 1995). Hinsichtlich der
Entwicklung  eines DNA-,mismatch“-detektierenden DNA-,chip, konnten
vergleichbare Versuchsbedingugnen festgestellt werden. Die Inkubation der DNA-

,mismatch- bindenden Proteine erfolgte nicht in Losung.

Im Rahmen der experimentellen Durchfihrung wurden unterschiedliche
Absattigungslésungen getestet. Im Vergleich zu den mit Magermilchpulver
abgesattigten Nitrozellulosemembranen (3%MP/ AP, 1%MP/ AP) konnten dabei
erstmals positive Signale bei einer filtrierten 3% BSA/ AP-Absattigungslosung auf der

Membran detektiert werden.
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Slot Blot Test

myc-MutM MutS (GenCheck) myc-MutS

ss Target-A

AIG

TG

G/IG

CIG

AIA

TIA

G/A

CIA

Abb. 16 Kontrolle der DNA-,mismatch“-bindenden Affinitat im Slot
Blot Test

Dargestellt sind die immobilisierten DNA-,mismatch“-bindenden Proteine myc-
MutM, MutS (GenCheck) und myc-MutS, nach Inkubation mit den
hybridisierten Oligonukleotid-Sequenzen (A/G, T/G, G/G, C/G, AIA, TIA, G/A,
C/A) auf einem ECL-entwickelten Rontgenfilm. Die Inkubationszeit betrug 30
min bei RT. Der Nachweis positiver DNA-Proteinbindungen erfolgte aufgrund
biotinmarkierter ,target‘-Sequenzen, die im Rahmen einer immunologischen
Detektionskaskade mit Hilfe des POD-gekoppelten Biotinantikérpers sichtbar
gemacht werden konnten. Die Expositionsdauer betrug 20 min. Die Ergebnisse
wurden mehrfach bestétigt. Die rot markierten Pfeile kennzeichnen die
komplementaren Sequenzen C/G und T/A.

Wie in der Abbildung Abb. 16 zu erkennen ist, wurden die Proteine myc-MutM, MutS
(GenCheck) und myc-MutS nebeneinander in einer Konzentration von ca. 5 pmol
(das entspricht ca. 2 pl EL myc-MutS, 5 ul EL myc-MutM) in einer Slot Blot Kammer
auf Nitrozellulose immobilisiert. Es folgte die Inkubation der Proteine mit den
hybridiserten Oligonukleotidsequenzen (10 ng). Die Proteine zeigten im Slot Blot

Test eine mittelstarke Bindungsaffinitat an einzelstrangige-biotinmarkierte DNA-
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Sequenzen (ss Target-A). Da im Rahmen der experimentellen Versuchsreihen
unterschiedliche Protein- und DNA-Konzentrationen getestet wurden und das
Ergebnis unverandert blieb, kann moglicherweise auf eine verminderte
Bindungsaffinitat der Proteine an nicht-komplementare Sequenzen geschlossen

werden.

Im Hinblick auf die Heteroduplex-Sequenzen (A/G, T/G, G/G, A/A, G/A, C/A) konnte
zwischen den Proteinen MutS (GenCheck) und myc-MutS eine vergleichbare
Fluoreszenzintensitat beobachtet werden. Die Signalintensitat varriierte jedoch in
Abhangigkeit der DNA-Sequenzvariationen (A/G, T/G, G/G, A/A, G/A, C/A). D.h., die
Detektion heterogener T/G-Hybride zeigte wesentlich starkere Fluorszenzsignale als
die Inkubation heterogener A/A-Hybride. Diese Tatsache wurde mehrfach bestatigt.
Die starksten Signale in dieser Abbildung, sind durch die Bindung der Proteine an
Heteroduplex-Sequenzen T/G, A/A, G/A und C/A zu erkennen, wobei die
Fluoreszenzsignale der Sequenzen T/G und C/A eindeutig starker sind als die der
A/A- und G/A-Sequenzen. Demgegenuber konnte eine sehr schwache
Bindungsaffinitat der Proteine MutS und myc-MutS an Homoduplex-Sequenzen A/T
und G/C in fast allen Versuchen bestétigt werden. In der Abbildung ist die Detektion
der Proteine an C/G-Hybride negativ. Da jedoch in wiederholten Kontrollansatzen
eine schwache DNA-bindende Aktivitdt der Proteine MutS und myc-MutS an A/T-
und G/C-Homoduplexe zu erkennen war, kann mdglicherweise von einer
unspezifischen DNA-bindenden Aktivitat der Proteine an Homoduplexe ausgegangen

werden.

Die DNA-,mismatch®-bindende Affinitat des Proteins myc-MutM ist mit Ausnahme
einer G/G-spezifischen heterogenen Bindungsaffinitdt insgesamt sehr schwach. Die
Kontrollexperimente  zeigten  keine  stabile  Reproduzierbarkeit, weshalb
Detektionsversuche mit dem Protein myc-MutM auf einem DNA-,chip“ zurtuckgestellt

wurden.
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DNA-,,chip” Analyse Ziel:

=p Absattigung der DNA-
Sonden auf dem ,chip”

==p- Optimierung der
DNA-“mismatch’-
=mp Bindungsaffinitat

Detektion somatischer

=== Mutationen durch das DNA-
“mismatch”-bindende Protein
myc-MutS

Abb. 17 Optimierungsfaktoren zur Erhéhung der Bindungsaffinitdt des DNA-
,mismatch“-bindenden Proteins myc-MutS auf dem DNA-,,chip“

Im Rahmen der DNA-,mismatch“-Detektion wurden verschiedene Faktoren wie die
DNA-Oligonukleotidhybridisierung auf dem DNA-,chip®, der Zusatz einer ,Mung Bean
Nuclease“ und eines ,single strand binding Proteins (SSB) getestet und optimiert, um
die Protein-Bindungsaffinitdét und Diskriminierung fehlgepaarter DNA-Sequenzen zu
verstarken.

5.5 Entwicklung und Optimierung eines ,,SNP-chip*

Fur die de novo Detektion von Mutationen werden haufig gelelektrophoretische
Verfahren sowie neuerdings DNA-,chips* verwendet. Obwohl die Detektionsraten im
Vergleich zur Sequenzierung relativ niedrig sind, werden diese Techniken aufgrund
des geringeren Aufwands haufig in der molekularen Diagnostik eingesetzt. Die DNA-
,chip“-Technologie verfuigt zuséatzlich Uber eine hohe Proben-Umsatzrate. Im
Ruckblick auf die in den Vorversuchen beschriebene DNA-,mismatch®-bindende
Funktion des Proteins myc-MutS, sollte die Detektion somatischer Mutationen auf
einem DNA-,chip“ auf der Basis dieses Proteins optimiert werden. ,spotting“-,
Hybridisierungs-, und Proteinbindungsversuche zeigten, dass die etablierten
molekularbiologischen SNP-Techniken nicht den in der ,chip“-Analyse bendétigten
chemischen und physikalischen Anforderungen entsprachen, deshalb mussten

verschiedene Optimierungsstrategien entwickelt werden.
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Experimentelle Strategien:

Im Rahmen der DNA-Hybridisierung wurden Parameter wie Inkubationszeiten,
Temperaturen, DNA- sowie Pufferkonzentrationen und Waschlésungen getestet. Das
Ziel dieser Experimente bestand darin, mdglichst alle gespotteten DNA-Sonden mit
einem DNA-Target zu hybridisieren (abzusattigen), um Einzelstrangsequenzen und
damit ,falsch-positive” Ergebnisse durch die anschlieRende Detektion mit dem DNA-

»,mismatch“-bindenden Protein myc-MutS zu vermeiden.

Um den Effekt der DNA-Hybridisierung abzuschatzen, wurden die vier Amino-
markierten DNA-Sonden auf epoxybeschichtete Glas-,slides” gespottet, fur 30 min
bei 60°C an die Oberflache gekoppelt und anschlielend fir unterschiedliche
Zeitspannen bei RT mit Cy3-markierten DNA-targets® hybridisiert. Nach dem
Waschen (Waschlésung [, Il, 1l je 10 min) wurden die ,slides“ getrocknet und mit

einem Fluoreszenzscanner mit der fur Cy3 erforderlichen Wellenlange vermessen.

»Spots®

CIT
GIT

TIT
AIT

Abb. 18 Darstellung eines DNA-, Arrays“

Das DNA-,Array” wurde mit einem ,stealthpin® auf einem ,Quantifoilslide”
hergestellt. Gespottet wurden die vier DNA-Sonden A, T, G, C (je 10 pM in
»Spotting“-Puffer), die anschlie@end mit der Targetlésung-T (5pM in 5X
SSC/ 0,1%SDS-Hybridisierungspuffer) fir 30 min bei RT hybridisiert
wurden. Zu erkennen sind die DNA-Hybride A/T, T/T, G/T, C/T, die jeweils
10x aufgetragen und durch die Fluoreszenz-Kontrollen (K) begrenzt
wurden

In der Abb. 18 ist das Bild eines nicht optimierten, hybridisierten DNA-,Arrays”
(,chips®) dargestellt. Das ,Array“ wurde durch eine Bodipy TMR-X-markierte Sonde,

die als ,spotting“-Kontrolle eingesetzt wurde, begrenzt. Innerhalb dieser Begrenzung
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wurden vier DNA-Sonden (A, T, G, C je 10 uM) pro Reihe, in Form von 10 Spots
aufgetragen, die anschlieBend mit einer DNA-Targetlosung (T, 5uM) hybridisiert
wurden. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei RT. Als Hybridisierungspuffer wurde
der 5X SSC-Puffer mit 0,1% SDS-Zusatz eingesetzt.

Das Ergebnis der DNA-Hybridisierung zeigt, dass der DNA-,perfect match“ (A/T) eine
hohere Fluoreszenzintensitat aufweist als die drei fehlgepaarten Hybride, wodurch
keine einheitliche DNA-Hybridisierung resultiert. Weiterhin ist zu erkennen, dass die
Spotmorphologie nicht homogen kreisrund ist. Um einheitliche und reproduzierbare
Resultate zu erhalten, musste die DNA-Hybridisierung auf dem auf dem ,chip”

optimiert werden.

5.5.1 Ergebnisse der optimierten DNA-Hybridisierung auf dem DNA-,,chip“

Um die Fluoreszenzintensitdt der in dem Vorversuch beschriebenen DNA-
Hybridisierung zu optimieren, und um homogene, vergleichbare Spots zu erhalten,
wurden in den folgenden Experimenten die DNA-Sonden— und -Target-
Konzentrationen verédndert. Dabei zeigte sich: Je geringer die Konzentration der
DNA-Sonden war, umso kleiner waren die Spots und umso problematischer war die

Beurteilung der DNA-Hybridisierung.

Im Gegensatz zu den gelelektrophoretischen DNA-Hybridisierungsanalysen
(,Gelshift* Test, Dot Blot Test), in denen die DNA-Sequenzen in einem gleichen
molaren Verhaltnis inkubiert wurden, zeigte sich fir die DNA-Hybridisierung auf dem
,chip®, dass unterschiedliche DNA-Sonden- und —Target-Konzentrationen homogene
und stabile Ergebnisse erzeugten. Die Konzentration der gespotteten DNA-Sonden
betrug in den meisten ,chip“-Experimenten 5 pM und die Konzentration der DNA-

JLargets“ 1 uM.

Neben der Optimierung der DNA-Konzentration wurden aul3erdem eine optimale
Hybridisierungstemperatur und —zeit definiert. Die Versuche zeigten, dass die
Denaturierung der Sequenzen fur 10 min gute Voraussetzungen fur eine
anschlie3ende Hybridisierung gewabhrleisteten. Die experimentellen
Hybridisierungszeiten variierten zwischen 30 min und 12h (UN) sowohl bei RT als
auch bei 37°C. Die Untersuchungen bestéatigten mehrfach, dass zu kurze

Hybridisierungszeiten sowie eine erhdhte Temperatur (37°C) sehr heterogene
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Hybride und somit Fluoreszenzintensitdten hervorbrachten. Optimal waren
Hybridisierungszeiten von mind. 1h bei RT. In Anlehnung an die Puffer der Southern
Blot Analyse zeigte der 5x-SSC-Puffer die geringste Diskriminierung hinsichtlich
fehlgepaarter Sequenzen. Puffer-Zusatze (0,1% SDS) sowie reduzierte SSC-
Konzentrationen (1x-SSC, 3x-SSC) verstarkten vermutlich die Stringenz. Aus diesem
Grund ergab die zeitliche Verkirzung des Waschprotokolls nach der Hybridisierung
(von 10 min auf 2 min) stabilere Ergebnisse. Mit Hilfe der Hybridisierungs-Station
(,HybriStation“) der Firma Perkin Elmer konnte die DNA-Hybridisierung sowie die
nachfolgende Proteininkubation (myc-MutS) auf dem ,chip® automatisiert
durchgefihrt werden. Im Vergleich zur manuellen Durchfihrung ergaben sich jedoch
bei der automatisierten Durchfiihrung starkere Fluoreszenzschwankungen, so dass
keine reproduzierbaren Ergebnisse gewahrleistet waren. (Daten nicht aufgefuhrt, da
die Fluoreszenzintensitaten der automatisierten Durchfiihrung mit den dargestellten
Fluorszenzintensitaten vergleichbar sind.) Die Auswertung der ermittelten
Fluoreszenzdaten erfolgte mit dem ,lconoClust®, einem Rechenprogramm, das die
Rohdaten der Signalintensitdten eines jeden Spots berechnet und in Form von

Balkendiagrammen darstellt.
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Abb. 19 Darstellung der optimierten DNA-Hybridisierung

In dem Balkendiagramm sind die Ergebnisse der optimierten DNA-Hybridisierung

des ,slide” 1 (blau) und ,slide* 2 (schraffiert) mit den gespotteten Sonden (C, G, T,

A) und den hybridisierten ,targets” (C, G, T, A) dargestellt. Die einstliindige

Hybridisierung erfolgte bei RT in 5x-Hybridisierungspuffer. Pro ,slide” sind jeweils 8

DNA-Hybride zu erkennen. Die ermittelte Fluoreszenzintensitat eines DNA-Hybrids

erfolgte aus der Berechnung 10 aufgetragener Spots.
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Die Abb. 19 zeigt exemplarisch die optimierte manuelle DNA-Hybridisierung auf
einem DNA-,chip®. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten (0,18-0,38)
der 12 DNA-Hybride, die nach der Inkubation mit den ,target‘-Lésungen C, G, T, A
(jle 1 uM in 5X SSC-Puffer) auf dem DNA-,chip“ detektiert wurden. Aufgrund einer
optimierten,  verminderten  Hybridisierungsstringenz ~ wurden  vergleichbare
Fluoreszenzintensitaten zwischen Homoduplex- und Heterduplex-Sequenzen
erhalten, wodurch einheitliche Voraussetzungen fiir die anschlie3enden Experimente
gewahrleistet waren. Die konstante Standardabweichung von ca. 20% bestatigt die
Reproduzierbarkeit der DNA-Hybridisierung. Die verminderten
Fluoreszenzintensitaten der DNA-Hybride auf dem ,slide* 2 (schraffiert) resultierten
vermutlich aus einer verminderten Bindungseffizienz der myc-MutS-Proteine, die
maoglicherweise durch eine zu stringente Durchfihrung des Waschprotokolls

hervorgerufen wurde.

5.5.2 Ergebnisse der myc-MutS Detektion an fehlgepaarte DNA-Sequenzen

Die Entwicklung des DNA-,chips® zur Detektion somatischer Mutationen beruhte auf
dem in dieser Arbeit exprimierten DNA-,mismatch“-bindenden Protein myc-MutS, mit
dessen Hilfe Mutationen (SNP’s) bei einem Uberschuss an Wildtyp-Sequenzen
identifiziert werden sollten. Die DNA-Hybridisierung wurde nach optimierter Vorschrift

durchgefihrt.

Die Blockierung der ,slide“-Oberflache zur Abséattigung freier Bindungsstellen erfolgte
mit einer Inkubationszeit von 30 min in einer 1% BSA/ AP-L6sung. Um eine optimale
Bindungsaffinitat des DNA-,mismatch“-bindenden Proteins myc-MutS an
fehlgepaarte Sequenzen zu ermitteln, wurde das Protein schrittweise sowohl in AP
als auch in einer 1%-igen BSA/ AP-L6sung verdunnt. Bei einer Proteinverdiinnung
von 1:100 bzw. 1:150 in 1%BSA/ AP-LOsung zeigte sich ein gering ausgepragter
,slide“-Hintergrund (,Schlieren®). Weiterhin wurde im Rahmen der Optimierung die
Temperaturstabilitat des Proteins MutS Uberprift. Das Protein myc-MutS zeigte bei
RT, bei 37°C sowie bei 60°C eine vergleichbare DNA-Bindungsaffinitdt. Da die
Ergebnisse unter RT-Bedingungen geringflgig stabiler waren, wurden alle weiteren
Experimente bei RT durchgefuhrt. Das Problem der geringen DNA-,mismatch®-

Diskriminierung zeigte keine Verbesserung.
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Da die Bindung des Proteins an fehlgepaarte DNA-Sequenzen nicht sehr stabil
erschien, sollten weder mechanische noch physikalisch-chemische Einflisse die
DNA/-Protein-Interaktionen beeintrachtigen. Uberschiissige, ungebundene myc-
MutS-Molekile wurden deshalb unter schonenden Bedingungen (10x Eintauchen/
Abtropfen in SSC-WP) entfernt. Die experimentelle Verdnderung des schonenden
Waschschrittes hatte einen positiven Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der ,chip®-
Experimente. Im Rahmen der Optimierung zeigte sich auf3erdem, dass zusatzliche
Detergenzien im ,annealing“-Puffer eine unerwinschte Stringenz hervorriefen. Aus
diesem Grund wurde das DNA-,mismatch“-bindende Protein ohne Zusatz von
Detergenzien in dem ,annealing®-Puffer auf dem ,chip® inkubiert. Die Durchfuhrung
der immunologischen Detektionskaskade, d. h. die Inkubation der ,slides” mit dem
monoklonalen myc-Antikérper und dem Cy3-markierten Antikorper, sowie die
Konzentration beider Antikorper, erfolgten in Anlehnung an die Western Blot Analyse.
Im Rahmen des o0.g. optimierten Waschprotokolls wurde dieser Optimierungssschritt

Ubernommen, um Uberschissige Molekille schonend zu entfernen.
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Abb. 20 DNA-,,mismatch“Detektion (A/A, A/G, A/C) auf einem DNA-, chip“

Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Fluoreszenzintensitaten der hybridisierten
DNA-Sequenzen die mit dem DNA ,mismatch“-bindenden Protein myc-MutS (Verd.
1:150, 30 min, RT) inkubiert wurden. Zum Vergleich wurden die Sonden (A, T, G, C)
in zwei unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen (5 pM, 10 pM). Hybridisiert
wurde mit dem Target-A (1uM).
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myc-MutS Detektion
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Abb. 21 DNA-,mismatch“ Detektion (A/G, T/G, G/G) auf einem DNA-

,»chip“

Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Fluoreszenzintensitaten der
hybridisierten DNA-Sequenzen die mit dem DNA-,mismatch“-bindenden
Protein myc-MutS (Verd. 1:150, 30 min, RT) inkubiert wurden. Die DNA-
Sonden (A, T, G, C) wurden in einer Konzentration von 5 pM pro Spot
aufgetragen. Die Hybridisierung erfolgte mit dem ,target* G (1uM). Zum
Vergleich wurden die Ergebnisse der ,slides® 1 (blau) und 2 (schraffiert)
nebeneinander dargestellt.

Wie in den Abb. 20 und Abb. 21 zu erkennen ist, wurden jeweils vier unterschiedliche
DNA-Sonden (A, T, G, C) in einer definierten Konzentration (5 uM und 10 pM) als
,doppelter Ansatz“ auf einen epoxybeschichteten Glas-,slide” gespottet. Die DNA-
Hybridisierung erfolgte mit einer DNA-,target*-Loésung A (Abb. 20) und einer DNA-
Jarget-Losung G (Abb. 21). Anschliel3end folgte die Inkubation auf dem DNA-,chip®
mit dem DNA-,mismatch“-bindenden Protein myc-MutS, unter Beriicksichtigung der
0.g. Optimierungsbedingungen. Anhand der Fluoreszenzintensitaten ist zu erkennen,
dass das DNA-,mismatch“bindende Protein myc-MutS sowohl an Homo- als auch an
Heteroduplex-Sequenzen bindet. Im Hinblick auf die Homoduplex-Sequenzen (A/T,
G/C) zeigt sich bei den Heteroduplex-Sequenzen (A/A, A/G, AIC, T/G, G/G) dennoch
eine verminderte Fluoreszenzintensitat. Dies deutet mdglicherweise darauf hin, dass
das Protein myc-MutS eine massig starke Bindungsaffinitat an Heteroduplex-
Sequenzen besitzt. Die Ergebnisse wurden experimentell mindestens zweimal

wiederholt und bestatigt (s. ,slide“ 1 und ,slide” 2).

Um konzentrationsabhangige Faktoren auszuschlie3en, wurden wie in der Abb. 20

zu sehen ist, unterschiedliche DNA-Sonden-Konzentrationen (5 uM, 10 uM) getestet.
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Bei einer Sonden-Konzentration von 10 uM zeigte sich bei den dargestellten Spots
eine geringfugige Verstarkung der mittleren Fluoreszenzintensitat. Die ermittelte
Standardabweichung von ca. 20% deutete darauf hin, dass die Bindungsaffinitat des
Proteins myc-MutS durch weitere Experimente optimiert werden musste, um eine
deutlichere Diskriminierung und Sensitivitat hinsichtlich fehlgepaarter Sequenzen auf

dem DNA-,chip® zu erreichen.

5.5.3 Einfluss des ,,SSB“-Proteins auf die DNA-,,mismatch‘ Detektion

Eine interessante Moglichkeit zur Behebung der Spezifitdtsproblematik beziglich
DNA-,mismatch“-bindender Proteine an einzelstrangige DNA-Sequenzen wurde von
der Firma GenCheck Inc. beschrieben (USA). GenCheck Inc. verweist beim
-IMBP96-well plates® Test auf den Zusatz eines ,SSB“-Proteins, um unspezifische

Signale durch das DNA-,mismatch“-bindende Protein MutS zu verhindern.

Auf der Grundlage dieser Beschreibung wurde in einer Reihe von Experimenten der
Einfluss des ,single strand binding“-Proteins (SSB) auf die DNA-,mismatch“-
bindende Affinitat des Protein myc-MutS auf dem DNA-,chip® getestet. Die Inkubation
der hybridisierten Sequenzen mit dem ,SSB“-Protein sollte die Bindung des DNA-
,mismatch“-bindenden Proteins an nicht-hybridisierte (einzelstrangige) DNA-Sonden
auf dem DNA-,chip“ verhindern, um ,falsch-positive“ Ergebnisse zu vermeiden. In
Anlehnung an die Versuchsvorschrift der Firma GenCheck Inc. wurden
unterschiedliche Proteinkonzentrationen und Inkubationszeiten experimentell

untersucht.



Ergebnisse 86

SSB-Protein/ myc-MutS Detektion

o
[=)
>

Mittlere Spotintensitat
o o
R &
|
]
|

o
Q
@

o
Q
)

i=]
=)
=

CIA GIA TIA AIA CIA TIA AIA CIA TIA AIA

Target A
Abb. 22 DNA-,mismatch“ Detektion (C/A, G/A, A/A) nach ,SSB“-Protein-
Inkubation

Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensitaten der hybridisierten DNA-
Sequenzen auf einem DNA-,chip“. Die Detektion des DNA-,mismatch®-bindenden
Proteins myc-MutS (Verd. 1:150, 30 min, RT) erfolgte im Anschluf} an die ,SSB*-
Protein-Inkubation (0,1 pg, 1h, 37°C).

Wie in der Abb. 22 zu erkennen ist, wurden DNA-Sonden in der Reihenfolge C, G, T,
A C,G T, A T, A (5 uM) auf einen ,Quantifoilslide* gespottet und anschlieRend mit
dem ,target* A (1 pM) hybridisiert. Im Anschlul3 daran wurden die DNA-Sequenzen
mit dem ,SSB“-Protein (0,1 ug) fur 1h bei 37°C auf dem ,chip® in einem ,HybriWell*
inkubiert. Das Ergebnis konnte im Hinblick auf die Abb. 22 folgendermalien
beschrieben werden: Die Fluoreszenzintensitat (mittlere Spotintensitat: 0,04-0,07)
war aufgrund eines starken ,Backgrounds® auf dem ,slide” sehr niedrig, so dass die
Auswertung bei einer Fluoreszenzverstarkung von 70 dB (max. Intensitat) erfolgte.
Die ermittelte Standardabweichung variierte sehr stark innerhalb der einzelnen
Spots. Eine verbesserte Spezifitdt bezuglich der DNA-,mismatch“-bindenden Affinitat
des Proteins myc-MutS konnte mit Hilfe des ,SSB“-Proteins nicht erreicht werden.
Fur vollstandig komplementdre Sequenzen (A/T) konnte eine verminderte

Bindungsaffinitat erreicht werden.
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5.5.4 Einfluss der ,Mung Bean Nuclease“ auf die DNA-,, mismatch“ Detektion

Im RuUckblick auf die bisherigen Ergebnisse und unter Beriicksichtigung der von
Braun et al. beschriebenen unspezifischen ,MutS-Einzelstrangbindungsaffinitat®,
wurden Versuche auf dem DNA-,chip® durchgefuhrt, in denen mit Hilfe einer
Endonuklease (,Mung Bean Nuclease®) ungebundene, einzelstrangige DNA-Sonden
verdaut werden sollten (Braun et al., 2001). Das Ziel dieser Nuklease-Inkubation
bestand darin, die Bindung des DNA-,mismatch®-bindenden Proteins myc-MutS an

einzelstrangige DNA-Sequenzen zu verhindern.

Im Rahmen der Optimierung erfolgte die Inkubation der ,Mung Bean Nuclease® mit
den hybridisierten DNA-Sequenzen in unterschiedlichen Konzentrationen und
Inkubationszeiten im Anschlufd3 an die DNA-Hybridisierung auf dem DNA-,chip®. Die
Durchfiihrung der DNA-Hybridisierung erfolgte nach Vorschrift der optimierten DNA-
Hybridisierung. Die besten Ergebnisse sind in den folgenden Abb. 23 und Abb. 24

dargestellt.

"Mung Bean Nuklease"/ myc-S Detektion
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Abb. 23 DNA-,,mismatch“ Detektion (C/A, G/A, A/A) nach ,Mung Bean
Nuclease® Inkubation

Das Balkendiagramm stellt die mittleren Fluoreszenzintensitaten der hybridisierten
DNA-Sequenzen auf einem DNA-,chip® dar. Die Detektion des DNA-,mismatch®-
bindenden Proteins myc-MutS (Verd. 1:150, 30 min, RT) erfolgte im Anschlul? an die
Nuklease-Reaktion (Verd. 1:10, 30 min, 37°C). Zum Vergleich wurden
unterschiedliche DNA-Sonden-Konzentrationen (2,5, 5, 10 upM) aufgetragen.
Hybridisiert wurde mit der ,target‘-Loésung T (1uM). Die Experimente wurden
mehrfach wiederholt und bestatigt.
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Abb. 24 DNA-,,mismatch“-Detektion (C/A, G/A, A/A) nach Inkubation mit einer
»Mung Bean Nuclease*“

Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Fluoreszenzintensitaten der hybridisierten
DNA-Sequenzen auf einem DNA-,chip“. Die Detektion des DNA-,mismatch”-
bindenden Protein myc-MutS (Verd. 1:150, 30 min, RT) erfolgte im Anschlu® an die
Nuklease-Reaktion (Verd. 1:10, 30 min, 37°C). Zum Vergleich wurden
unterschiedliche Konzentrationen (2,5, 5, 10 uM) der DNA-Sonden (A, T, G, C)
aufgetragen. Die Experimente wurden mehrfach wiederholt und bestétigt.

Zur Kontrolle der Endonukleaseaktivitat und zur Ermittlung optimaler Konzentrations-
und Temperaturbedingungen wurden DNA-Sonden (A, T, G, C) in unterschiedlichen
Konzentrationen in einem Vorversuch auf einen DNA-,chip® gespottet. Die
aufgetragenen Sonden wurden direkt mit dem Enzym inkubiert. Dabei zeigte sich,
dass die Inkubation der Endonuklease bei einer Verdinnung von 1:10 und einer

Inkubationsdauer von 30 min bei 37°C zu optimalen Ergebnissen flihrte.

Um den Einfluss der ,Mung Bean Nuclease“-Aktivitdt zu beurteilen, wurden DNA-
Sonden (C, G, T, A) in unterschiedlichen Konzentrationen (2,5, 5, 10 uM) auf einen
,slide” gespottet und mit der ,target‘-Losung-A bzw. -G (je 1uM) hybridisiert. Nach
der Hybridisierung folgte die Inkubation der hybridisierten Sequenzen mit der
Endonuklease unter den o.g. Bedingungen, um einzelstrdngige DNA-Sonden
abzubauen. Die Inkubation des DNA-,mismatch®-bindenden Proteins myc-MutS
erfolgte wie beschrieben. In den Abb. 23 und Abb. 24 kann anhand der dargestellten
Balkendiagramme der Einfluss der Endonuklease auf die unspezifische
Bindungsaffinitat des DNA-,mismatch®-bindenden Proteins myc-MutS (Verd. 1:150,

30 min, RT) an einzelstrdngige Sequenzen als sehr gering bezeichnet werden. Eine
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verstarkte Diskriminierung nicht-komplementarer Sequenzen konnte nicht erreicht
werden. Beim Betrachten der Ergebnisse wurden hinsichtlich der unterschiedlich
gespotteten DNA-Sonden-Konzentrationen (2,5, 5, 10 pM) sehr heterogene
Fluoreszenzsignale hervorgerufen. Dies trifft vor allem bei einer 10 uM Sonden-
Konzentration zu (Abb. 24). Interessant ist in diesem Zusammenhang das
verminderte Fluoreszenzsignal der komplementaren G/C-Sequenzen.
Moglicherweise wurde dieser Effekt dadurch hervorgerufen, dass die
Bindungsaffinitat des Proteins myc-MutS an Heteroduplex-Sequenzen, aufgrund
gering vorhandener Einzelstrangsequenzen, verbessert wurde. Mehrfach wiederholte
Experimente zeigten ubereinstimmende Fluoreszenzdaten. Unter Bertcksichtigung
der ermittelten Standardabweichung (ca. 40-80%) kann insgesamt auf eine geringe
Spezifitat des DNA-,mismatch“-bindenden Proteins myc-MutS an fehlgepaarte

Sequenzen auf dem DNA-,chip® geschlossen werden.

5.5.5 Diagnostische Applikation des DNA-,,mismatch“-bindenden Proteins
myc-MutS

Der Einsatz PCR-amplifizierter BRCA1-Gensequenzen, mit denen die diagnostische
Anwendung getestet werden sollte, zeigten im Fluoreszenzscanner aufgrund eines
starken ,Backgrounds® auf dem ,slide“, keine eindeutigen Fluoreszenzsignale. Die
Spezifitdt des DNA-,mismatch“-bindenden Proteins myc-MutS konnte durch
verlangerte DNA-Sequenzen (100 bp- statt 30 bp-Sequenzen) nicht verbessert
werden. (Daten nicht extra aufgefuhrt, da die ermittelten Fluoreszenzintensitaten

sehr schwach waren.)
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6 Diskussion

Fur klinisch-diagnostische Zwecke besteht in der Medizin und Grundlagenforschung
neben der Analyse bekannter Sequenzvariationen die  Notwendigkeit,
krankheitsauslosende somatische Mutationen, deren Art und Position nicht bekannt
sind, friihzeitig in einem Uberschuss an Wildtyp-Sequenzen zu erkennen. Neben
dem praventiven Vorteil der pradiktiven molekularen Diagnostik kann die
Identifizierung neuer, insbesondere pathologischer Allele auRerdem im Rahmen
funktioneller Analysen zu einem besseren Verstdndnis genetischer Erkrankungen

fuhren.

Zur Detektion von Mutationen (SNP’s) wurden eine Vielzahl an methodischen
Ansatzen in den letzten Jahren entwickelt. Oft basieren diese Methoden auf
gelelektrophoretischen Ansatzen oder nutzen die sequenzspezifische Hybridisierung.
Der hohe Zeitbedarf dieser Methoden ist insbesondere fur die Analyse grolder
Kollektive ein essentielles Problem. Der Nachteil beruht vor allem auf der limitierten
Wanderungsgeschwindigkeit der Proben bei den gelelektrophoretischen Analysen.
Der Zeitaufwand fir eine Analysenserie liegt im Stundenbereich. Weiterhin zeigen
gelelektrophoretische Analysen eine grosse Anfalligkeit bezuglich der Stabilitat und
Konstanz der Analyseparameter. Aufgrund der exakten Massenbestimmung besitzt
die ,MALDI-TOF-MS“basierte DNA-Analytik eine hohe Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit bei der Untersuchung heterogener DNA-Sequenzen. Pro
Versuchsansatz kann jedoch nur eine Probe ermittelt werden. ,Echtzeit PCR®-
Ansatze erzeugen zur Ermittlung von Mutationen in genetischen Sequenzen neben
dem relativ hohen Etablierungsaufwand fir die einzelnen Testsysteme durch die
Verwendung spezifischer ,primer‘, sehr hohe Kosten. Die direkte DNA-
Sequenzierung, die zwar eine nahezu 100%-ige Wahrscheinlichkeit besitzt
unbekannte Mutationen zu detektieren, eignet sich aufgrund der relativ hohen Kosten
und den limitierten Probendurchsatze nicht fir eine ,screening“-Anwendung.
Demgegenulber erfasst die DNA-,chip“ Analyse grosse Probenkollektive genetisch
veranderter Sequenzen innerhalb kurzer Zeit, wodurch die Analysen kostenglnstig
und schnell durchgefihrt werden kénnen. Aus diesem Grund wurde die DNA-,chip”

Analyse als Basistechnologie zur Entwicklung eines ,screening“-Tests fur die
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Detektion somatischer Mutationen (SNP’s) mit Hilfe DNA-,mismatch®-bindender

Proteine gewahlt.

6.1 Modifizierte DNA-,,mismatch“-bindende Proteine:
myc-MutS und myc-MutM

Die Proteine MutS und MutM gehéren zum prokaryotischen zellularen DNA-
Reparatursystem und sind in der Lage fehlgepaarte DNA-Sequenzen in der Zelle zu
erkennen und zu binden (Modrich, 1991; Su und Modrich, 1996; Lamers, 2003).
Nachdem Wagner et al. erstmals den Nachweis genetischer Heterogentiaten in
einem in vitro Test durch das DNA-,mismatch“-bindende Protein MutS darstellten,
wurde die MutS/ DNA-Bindungsaffinitdt in weiteren DNA-Analyse Tests bestatigt
(Joshi et al., 2001; Wagner et al., 1995).

Der in dieser Arbeit zur DNA-Isolierung und Proteinexpression verwendete
Bakterienstamm (Thermus thermophilus HB8) hatte gegenuber E. coli einen grossen
Vorteil. Der zur Gattung der ,Archaebakterien® gehorende Stamm gilt als extrem
hitze- und pH-stabil, weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass die
rekombinanten Proteine durch Temperatur- und Pufferschwankungen wahrend der in
vitro Versuche nicht beeintrachtigt wurden (Tachiki et al., 2000). Um den Nachweis
fehlgepaarter DNA-Sequenzen in vitro auf einem DNA-,chip® detektieren zu kdnnen,
wurden die Gensequenzen der DNA-,mismatch“-bindenden Proteine mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden so verandert, dass sie Uber eine angeflgte
Erkennungssequenz (myc-,tag“) immunolgisch nachweisbar waren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde deshalb ein Expressionsvektor mit einer kurzen N-terminalen
myc-Sequenz verwendet. Dadurch wurden Fusionsproteine generiert, die mit Hilfe

eines monoklonalen Antikorpers (a-myc-Maus) identifiziert werden konnten.

Die Expressionsergebnisse zeigten nach der gelelektrophoretischen Trennung zwei
Fusionsproteine: myc-MutM und myc-MutS. Unter dem Einfluss von IPTG konnte
gezeigt werden, dass das Protein myc-MutS stark tUberexprimiert wurde. Die native
Zelllyse und Elution von der Calmodulin-Matrix zeigte bezlglich der myc-MutS-
Aufreinigung keine Beeintrachtigung hinsichtlich der Lo6slichkeit. Demgegenuber
konnte zwar mit Hilfe des Konstruktes pCal-myc-MutM eine gute Expressionsrate

erzielt werden, allerdings liel3 sich das Protein sehr schlecht unter nativen
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Bedingungen isolieren. Selbst unter denaturierenden Bedingungen war die
Proteinausbeute sehr gering. Die verminderte Expression und die problematische
Zelllyse deuteten auf die Bildung zellularer Einschlusskorper, sog. ,inclusion bodys®
hin, die haufig mit einer zu schnellen Proteinexpression zusammen hangen. Der
Grund dafir liegt meistens in einer unvollstandig gefalteten Proteinkonformation, die
die LOslichkeit des Proteins beeintrachtigt (Qiagen 2001). Auf3erdem sind strukturelle
Verdnderungen aufgrund mechanischer Einflisse wéahrend der Zelllyse denkbar,

wodurch die native Elution erschwert und die Proteinausbeute verringert wurde.

6.2 Untersuchungen zur myc-MutS/ DNA-,,mismatch®-
Bindungsaffinitat

Mit Hilfe von DNA-Konformationsanalysen lassen sich genetische Heterogenitaten
(SNP’s) diagnostizieren. Der von Wagner et al. entwickelte Slot Blot Test, der den
Nachweis heterogener DNA-Sequenzen aufgrund der DNA-,mismatch®-bindenden
Affinitat des Proteins MutS ermoglicht, wurde zunachst als sog. ,mismatch*
Bindungstest in einem Vorversuch durchgefihrt (Wagner, 1995). Ausgehend von
synthetischen Oligonukleotidsequenzen mit definierten Einzelbasensubstitutionen
wurden Heteroduplex-Sequenzen generiert. Diese standen nach erfolgter
Hybridisierung als DNA-Substrat zur Verfigung und wurden sowohl mit dem Protein
MutS der Firma GenCheck, als auch mit den in dieser Arbeit exprimierten und

modifizierten Proteinen myc-MutS und myc-MutM inkubiert.

Im Gegensatz zum DNA-,mismatch“-bindenden Protein myc-MutM sind die
Bindungsergebnisse an heterogene DNA-Sequenzen mit dem Protein MutS
(GenCheck Inc.) und dem in dieser Arbeit exprimierten Protein myc-MutS
vergleichbar. Beide Proteine zeigten im Gegensatz zu Homoduplex-Sequenzen eine
starkere DNA-,mismatch®-bindende Affinitat, die mit Hilfe eines Fluoreszenzscanners
detektiert werden konnte. Die in Gegenwart homologer DNA-Sequenzen (A/T, G/C)
zu erkennenden Fluoreszenzsignale beruhen vermutlich auf der von Takamatsu et
al., sowie Su et al. beschriebenen DNA-Einzelstrangbindungsaffinitdt der
prokaryotischen Proteine, die moglicherweise auf eine unvollstandige Hybridisierung
zuruckzufihren sind (Takamatsu et al., 1999; Su et al.,, 2004). Diese Hypothese
wurde aulRerdem durch eine mit dem Protein inkubierte ,Einzelstrangsequenz® (ss

Sonde-A) auf der Membran bestatigt. Die Ergebnisse sprechen daflr, dass die
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unspezifische Einzelstrangaffinitat des Proteins myc-MutS auf dem ,chip® nicht
vernachlassigt werden konnte. Im Hinblick auf die weniger stabilen
Detektionsergebnisse der myc-MutM Detektion im Slot Blot Test wurden weitere

Versuche mit dem Protein myc-MutM zuriickgestellt.

6.3 Detektion somatischer Mutationen auf einem DNA-,,chip*

Die Detektion unbekannter Sequenzvariationen (SNP’s) auf einem DNA-,chip® wurde
kurzlich auch von Bi et al. und Su et al. beschrieben. Die Wissenschaftler
entwickelten mit Hilfe eines rekombinanten DNA-,mismatch“-bindenden Proteins
MutS molekularbiologische Analyseverfahren. Im Gegensatz zu den genannten
,chip“-Analysen, in denen Su et al. das rekombinante Protein MutS auf einer ,quarz-
crystal-microbalance®-(QCM)-Oberflache immobilisierten und mit hybridisierten DNA-
Sequenzen inkubierten bzw. Bi et al. gespottete DNA-Sequenzen auf einem ,chip®
mit einem THLSLM-modifizierten MutS Protein detektierten, erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit die Detektion somatischer Mutationen auf der Grundlage eines
modifizierten DNA-,mismatch®-bindenden Fusionsproteins myc-MutS auf einem
epoxybeschichteten Glas-,slide“ (Bi et al., 2003; Su et al. 2004).

Die Bindungsaffinitat des modifizierten DNA-,mismatch“-bindenden Proteins myc-
MutS wurde durch die zuvor beschriebenen Experimente bewiesen. Bei der
Entwicklung zeigte sich gegenuber den bisherigen Technologien ein enormer
Optimierungsbedarf. So mussten Puffer- und Waschlésungen gefunden werden, die
einerseits uberschissige DNA-targets® nach der Hybridisierung von der ,slide*-
Oberflache entfernten, andererseits fehlgepaarte Sequenzen generierten. Die in
dieser Arbeit entwickelten ,spotting-Experimente wurden mit einem Nadel-Spotter
,MikroGridll“ durchgefuhrt. In der Regel wurden pro ,spotting“-Auftrag zwischen 10
und 20 ,slides” bespottet, um innerhalb der Versuchsreihen reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten. Da die ,Arrays” selber gespottet wurden, war die Qualitat der
,chips“ und die gleichbleibende Qualitat der ,Arrays“ besonders wichtig. Um eine
sensitive und reproduzierbare DNA-Analytik auf dem ,chip“ zu generieren, sollten

deshalb zwei grundlegende Bedingungen erflllt werden:
1. Abséttigung aller gespotteten DNA-Sonden (Hybridisierung)

2. Spezifische DNA-,mismatch®“-Detektion (Proteinbindungsaffinitat)
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6.3.1 Untersuchungen zur DNA-Hybridisierung

Die als geeignet identifizierten DNA-Sonden- und —Target-Konzentrationen wurden
so gewahlt, dass die SpotgrofRe und damit einhergehende Fluoreszenzstarke eine
optimale und reproduzierbare Auswertung ermdglichten. Um wenig Einfluss auf die
Hybridisierungsstringenz auszuiben, d. h. um auch Heteroduplex-Sequenzen (DNA-
.,mismatches“) zu hybridisieren und um konstante Hybridisierungsergebnisse zu
erhalten, wurde der 5x-SSC-Hybridisierungspuffer ohne Zusatz von Tensiden
verwendet. Dieser Puffer zeigte im Gegensatz zu allen anderen getesteten Puffern
die geringste Diskriminierung fehlgepaarter Sequenzen. Dennoch konnten
regelmalfig geringflgige Schwankungen beziglich der einzelnen
Fluoreszenzintensitaten nach der Hybridisierung beobachtet werden. Dafir gibt es
verschiedene Erklarungsansatze. Eine Erklarung liegt mdglicherweise im
grundsatzlichen Auftragen (,spotten) der DNA-Sonden auf die ,slides”. Paweletz
beschreibt in seiner Arbeit, dass das Auftreten unterschiedlicher
Fluoreszenzintensitaten u.a. auf das unregelmallige Absetzen der Sonde durch die
Nadel zurlckzuflhren ist (Paweletz, 2002). ,spotting“-Pufferreste, die aufgrund der
Oberflachenspannung an der Nadel verbleiben, verursachen morphologisch
unterschiedlich gro3e Spots. Eisen und Brown bezeichneten dieses Phanomen
aufgrund einer morphologischen Ahnlichkeit als sog. ,donut holes* (Eisen und Brown,
1999). Eine weitere Fehlerquelle die anfangs bei der Durchfihrung der ,chip“-
Experimente zZu unterschiedlichen Hybridisierungseffizienzen einzelner
Oligonukleotdhybride fuhrte, ist die Veranderung der Luftfeuchtigkeit beim Spotten.
Eine verringerte Luftfeuchtigkeit erzeugt eine Fluktuation der gespotteten
Sondenvolumen und verhinderte dadurch reproduzierbare Spots. Um diesen Einfluss
zu minimieren wurde zu Beginn eines ,spotting“-Auftrages eine definierte Raum-

Luftfeuchtigkeit von ca. 60% vorgegeben.

Im Rahmen des Waschprotokolls soll noch kurz auf die Optimierung der einzelnen
Waschlésungen und Zeiten eingegangen werden. Durch die anfangs zu lang
durchgefiihrte SSC-Waschkaskade wurden quantitativ. zu viele unspezifisch
gebundene DNA-Targetmolekille von der Oberflache entfernt. Die stringente
Durchfiihrung verhinderte die Hybridisierung nicht-komplementarer Sequenzen, so
dass einzelstrangige Sonden im Uberschuss vorlagen. Die zeitliche Verkirzung des

Waschprotokolls gewahrleistete dagegen wesentlich stabilere und innerhalb der
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DNA-Hybride vergleichbare Fluoreszenzintensitaten. Die Wahl der beschriebenen
Hybridisierungstemperatur und -zeit erfolgte in Anlehnung an die in den
Vorversuchen (,Gelshift® Test; Slot Blot Test) angewendeten Bedingungen. Dabei
zeigte sich jedoch, dass eine Hybridisierungsdauer von 1 h bei RT homogene DNA-
Hybride hervorbrachte. Im Gegensatz zu den allgemein beschriebenen 30-minitigen
Hybridisierungszeiten, die in Ldsung erfolgten, fuhrt eine verlangerte DNA-

Hybridisierungszeit auf dem ,chip“ zu einer relativ optimalen Sonden-Absattigung.

6.3.2 Untersuchungen zur myc-MutS-Detektion an fehlgepaarte DNA-

Sequenzen

Um zu untersuchen, ob die methodischen Ansatze der DNA-,mismatch®-Detektion
mit dem DNA-,mismatch“-bindenden Protein myc-MutS auch auf einem
epoxybeschichteten DNA-,chip“ durchzufuhren sind, wurde das in dieser Arbeit
exprimierte Fusionsprotein  myc-MutS mit immobilisierten und hybridisierten

Oligonukleotiden auf einem Glas-,slide” inkubiert.

Im Rahmen der DNA-,chip“-Entwicklung konnten qualitativ gute Fluoreszenzspektren
nach optimierter DNA-,mismatch®-Bindung an hybridisierte DNA-Sequenzen auf dem
Objekttrager generiert und mittels einer geeigneten Software (,lconoClust®)
ausgewertet werden. Die Absattigung der ,slides” mit einer 1%-igen BSA/ AP-LOsung
erbrachte erstmals positive Fluoreszenzsignale. Wahrscheinlich enthielt die
vergleichsweise getestete 1%-ige Milchpulverlésung zu viele stérende Substanzen
(Proteine), die unspezifisch mit der epoxybeschichteten Glasoberflache reagierten,

wodurch ein stark diffuser Hintergrund die einzelnen Spots verdeckte.

Die manuelle Durchfuhrung ergab im Vergleich zur automatisierten Durchfiihrung
wesentlich reproduzierbarere Ergebnisse. Haufig ging das Auftragen des geringen
Inkubationsvolumen von 50 pl pro ,slide“ mit der Bildung von Luftblasen einher, so
dass die Slideoberflache nicht gleichméafiig benetzt wurde. Die Folge waren nicht
reproduzierbare Fluoreszenzergebnisse, weshalb im weiteren Verlauf auf die
automatisierte Durchfihrung mit der von Perkin Elmer konstruierten ,HybriStation®

verzichtet wurde.

Die von Smith und Modrich sowie Takamatsu et al. fir das Protein MutS

beschriebene Temperaturstabilitat von 37°C und 60°C, konnte auch fur das
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modifizierte Fusionsprotein myc-MutS bestatigt werden (Smith und Modrich, 1996;
Takamatsu et al., 1996). Die Daten zeigten unter dem Einfluss unterschiedlicher
Inkubationstemperaturen (RT, 37°C, 60°C) eine vergleichbare DNA-Bindungsaffinitat
an Heteroduplex-Sequenzen. Aufgrund einer mdglicherweise verbesserten
Bindungsstabilitat, die sich durch eine geringflgig intensivere Fluoreszenzintensitat
bei RT nachweisen liel3, wurden die ,chip“-Experimente bei RT durchgefihrt. Der
Vergleich unterschiedlicher Inkubationszeiten basiert auf Ergebnissen publizierter
Experimente, in denen rekombinante MutS-Proteine sowohl fur 15 min als auch fur
30 min mit hybridisierten DNA-Sequenzen inkubiert wurden (Wagner et al., 1995;
Smith und Modrich, 1996; Takamatsu et al., 1996;Biswas und Hsieh, 1997; Bi et al.,
2003). Um die optimale Dauer der Proteininkubation zu erfassen, wurde aul3erdem
eine einstuindige Inkubationszeit getestet. Die Fluoreszenzergebnisse auf dem ,chip®
zeigten die besten Ergebnisse bei einer Inkubationsdauer von 30 min bei RT. Diese
Inkubationsbedingung wurden von Bi et al. in dem von ihnen entwickelten Protein-
,chip“ bestatigt (Bi et al., 2003).

Im Zusammenhang der Ermittlung einer optimalen Detektionstemperatur wurde von
Takamatsu et al. eine interessante Beobachtung beschrieben (Takamatsu et al.
1996). Unter optimalen Versuchsbedingungen zeigte das rekombinante Protein MutS
im ,Gelshift* Test bei einer Inkubationszeit von 30 min bei 60°C eine 8-10x starkere
G/T-,mismatch“-Diskriminierung als bei 35°C. Unabhangig von der ermittelten
Temperatur wurde eine starke G/T-,mismatch®-Diskriminierung durch das Protein
MutS auch von anderen Arbeitsgruppen bestatigt (Bi et al., 2003; Brown et al., 2001;
Joshi und Rao; 2001; Tachiki et al, 2000). Der Mechanismus der
Bindungsdiskriminierung ist bis heute noch nicht erklart. Bi et al. stellen anhand ihrer
Ergebnisse die Hypothese auf, dass strukturelle Unterschiede zwischen den
Basenpaarbindungen ausschlaggebend sein kdnnen. Vermutlich sind bei der G/T-
Detektion drei ausgebildetet Wasserstoffbriicken durch die Aminosauren Glu 38, Asp
35 und Phe 36 fir die Protein/ DNA-Detektion verantwortlich. Andere
Sequenzvariationen (T/C, A/C, A/G etc.) verfiugen wahrscheinlich tber veranderte
Interaktions-Mechanismen zwischen dem Protein MutS und der DNA (Bi et al.,
2003).
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Die in den Arbeiten beschriebene verstarkte G/T-,mismatch®-bindende Affinitat des
Proteins MutS konnte im Rahmen der DNA-,chip“-Entwicklung fir das Protein myc-
MutS nicht regelmalRig bestatigt werden. Die meisten Fluoreszenzergebnisse deuten
auf eine starkere A/G bzw. G/A-,mismatch®-bindende Affinitat des Proteins myc-MutS
hin. Demgegenuber konnte der Nachweis einer spezifischen G/T-myc-MutS Affinitat
beim Slot Blot Test gezeigt werden. Eine Erklarung dafur besteht moglicherweise
darin, dass immobilisierte myc-MutS Proteine (Slot Blot Test) im Vergleich zu nicht-
immobilisierten myc-MutS Proteinen (DNA-,chip“-Analyse) stabilere DNA-Protein-

Interaktionen bilden.

Dass strukturelle Proteinveranderungen fir die DNA-,mismatch®-bindende Affinitat
des Proteins MutS verantwortlich sind, wurde in der Literatur mehrfach beschrieben
(Biswas et al., 2000; Tachiki et al., 2000;Bjornson et al., 2003; Wang 2003; Bi et al.,
2004). Ebenso wird grundsétzlich eine mehr oder weniger stark ausgepragte DNA-
.,mismatch“-bindende Affinitdt in Abhangigkeit von unterschiedlichen Einflissen
(Inkubationszeit und Temperatur, Proteinkonzentration, ATP-ADP-Hydrolyse-
Aktivitat, DNA-Konformation und Sequenzlédnge) von den genannten Arbeitsgruppen
diskutiert. Im Rahmen der DNA-,mismatch“-Detektion auf dem DNA-,chip“ wurden
diesbezuglich einige der o.g. Einflisse untersucht. So konnten bei einer Protein-
Konzentrationsverdinnung (Ausgangskonzentration 2,5 pmol/ul) von 1:100 bzw.
1:150 qualitativ bessere Fluoreszenzsignale beobachtet werden als bei den zu gering
verdinnten Lésungen (1:20, 1:50). Zu stark verdinnte myc-MutS-Proteinldsungen
(1:200) zeigten keine reproduzierbaren Ergebnisse. Die Daten lassen sich
folgendermal3en erklaren: In Anlehnung an die Literatur bildet das MutS-Monomer in
Abh&ngigkeit von der Proteinkonzentation Dimere, die notwendig sind, um wie eine
Klammer an die DNA zu binden und an dieser entlang zu wandern (Bjornson et al.,
2003). Die vorhandene intrinsische ATPase-Aktivitat des Proteins MutS liegt
daraufhin aufgrund der Dimerisierung in asymetrischer Form vor, wodurch die
Proteine moglicherweise spezifisch fehlgepaarte Sequenzen erkennen (Acharya et
al.,, 2003, Lamers et al. 2003). Unter dem Einfluss von ATP wird somit die DNA-
,mismatch“-bindende Affinitat des Proteins verstarkt (Lamers et al., 2000; Joshi et al.,
2002; Lamers et al.,, 2003). Verschiedene Arbeitsgruppen haben bisher grosse
Aufmerksamkeit auf die ATP-ADP-Hydrolyse-Aktivitat des Proteins MutS geworfen.

Dennoch konnte bislang kein Konsensus erreicht werden, in wieweit die ATP-
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Bindung und Hydrolyse die Funktion des Proteins tatsachlich beeinflusst. (Lamers et
al., 2003 ; Selmane et al., 2003). Experimentelle Untersuchungen von Selmane et al.
widerlegten die beschriebenen Theorien und zeigten, das ATP die MutS-
Bindungsaffinitat an fehlgepaarte Sequenzen reduzierte (Selamane et al., 2003).
Aufgrund dieser widerspruchlichen Erklarungsansatze erfolgten im Rahmen der myc-
MutS-Detektion keine experimentellen Untersuchungen auf dem DNA-,chip®. Die in
dieser Arbeit ermittelten Konzentrationsverdinnungen (1:100, 1:150) deuteten
demnach auf eine geeignete Dimerisierung der Proteine hin, wodurch die Spezifitat

geringfugig verbessert werden konnte.

Die von einigen Arbeitsgruppen als mehr oder weniger problematisch beschriebene
DNA-Einzelstrang-Affinitat des DNA-,mismatch“-bindenden Proteins MutS erwies
sich auch bei der Detektion fehlgepaarter Sequenzen durch das modifizierte Protein
myc-MutS auf dem DNA-,chip“ als ein Problem (Au et al.,1992; Smith und Modrich,
1996; Tachiki et al., 1998; Braun et al., 2001; Bi et al., 2003). Im Ruckblick auf die
gezeigten Kontrollen bezuglich der DNA-Einzelstrdnge beim Slot Blot Test bestand
Grund zur Annahme, dass einzelstrangige DNA-Sonden mit dem DNA-,mismatch®-
bindenden Protein myc-MutS einen DNA/ Protein-Komplex bildeten und im Rahmen
der immunologischen Detektion ,falsch-positive” Fluoreszenzergebnisse erzeugten.
In Anlehnung an das von der Firma Gencheck empfohlene ,single strand binding
Protein® (,SSB*), wurden unterschiedliche Konzentrationen ,SSB*-Protein zur
Vermeidung einer unspezifischen DNA-,mismatch“-Detektion auf dem gespotteten
,chip“ inkubiert (GenCheck Inc. 2000). Die Untersuchungen ergaben aufgrund
starker Hintergrundreaktionen eine stark verminderte Fluoreszenz und folglich keine
reproduzierbaren Ergebnisse. Wahrscheinlich beruht die von Tachiki et al.
identifizierte Bindungsdomane im MutS-Protein auf einer grundlegend vorhandenen
mafigen Homoduplex- und Einzelstrang-Affinitat (Tachiki et al., 1998; Braun et al.,
2001). Um die Problematik der Einzelstrange zu ldsen, entstand die Idee,
immobilisierte einzelstrangige DNA-Sonden auf dem ,chip“ enzymatisch mit einer
Endonuklease (,Mung Bean Nuclease®) zu verdauen. Dadurch sollten unspezifische
Proteinbindungen an einzelstrangige DNA-Sequenzen vermieden werden. Die
Fluoreszenzergebnisse deuteten besonders bei 10 pM gespotteter Sonden-
Konzentration auf eine starkere Diskriminierung fehlgepaarter Sequenzen hin,

wodurch zumindest bestatigt werden konnte, dass das Protein myc-MutS genauso
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wie natives MutS dber eine unspezifische DNA-Einzelstrang-Bindungsdoméane

verfugt.

Um die vermutlich vorhandene unspezifische Bindungsaffinitat des DNA-,mismatch®
bindenden Proteins myc-MutS auf dem DNA-,chip“ zu verringern, wurde in einem
weiteren Optimierungsschritt die in der Literatur kontrovers diskutierte DNA-
Sequenzlange berucksichtigt, die mdoglicherweise einen Einfluss auf die
Diskriminierung fehlgepaarter Sequenzen zeigen kdonnte (Braun et al., 2001, Bi et al.,
2003). Bi et al. zeigten, dass das Protein MutS in Gegenwart kirzerer DNA-
Sequenzen (130 bp statt 612 bp) eine starkere Diskriminierung bezlglich
fehlgepaarter Sequenzen aufwies (Bi et al., 2003). Fur den direkten Vergleich sollte
im Rahmen dieser Arbeit die Bindung des Proteins myc-MutS an 30 bp-Sequenzen
und 100 bp Sequenzen verglichen werden. Da 100 bp-DNA-Sequenzen am besten
durch die PCR generiert werden konnen, lag es nahe, diese Untersuchung in Form
einer diagnostischen Applikation mit humanem DNA-Probenmaterial von Brustkrebs-

Patientinnen durchzufuhren.

6.3.3 Untersuchungen zur diagnostischen Applikation

Brustkrebs gehort zu den haufigsten Krebserkankungen der Frauen. Die Detektion
von de novo Mutationen im BRCA1 und BRCA2-Gen spielt deshalb eine wichtige
Rolle insbesondere fur die Pravention durch Friherkennung. Bei familiar bedingtem
Brustkrebs finden sich zahlreiche Mutationen im BRCA1-Gen (Chromosom 17921).
In der molekularen Diagnostik wurden Mutationen im BRCA1-Gen bisher Uber DNA-
Sequenzierung, ,SSCP* sowie ,DDGE" nachgewiesen. Durch die Entwicklung eines
DNA-,mismatch“-basierten Detektions-,chips® zur Friherkennung von vorhandenen
somatischen Mutationen wirde der molekularen Diagnostik zuklnftig eine sichere,

schnelle und kostengtuinstige Analytik zur Verfigung stehen.

Die Detektion fehlgepaarter PCR-Amplifikate (100 bp) konnte jedoch aufgrund
starker Hintergrundreaktionen und einer damit einhergehenden schwachen
Fluoreszenzintensitat auf dem DNA-,chip“ nicht reproduzierbar ausgewertet werden.
Mdoglicherweise hangt das hohe Hintergrund-Rauschsignal von einer zu hohen
Dichte gespotteter PCR-Sequenzen ab, an die das Protein myc-MutS nicht spezifisch
binden konnte. Zusammenfassend zeigte sich bei den exemplarisch untersuchten

fehlgepaarten DNA-Sequenzen keine reproduzierbare DNA-Analyse.
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Trotz der versuchsweise optimierten Detektionsbedingungen konnte insgesamt nur
eine geringfiigige Diskriminierung nicht-komplementarer Sequenzen auf dem ,chip®

erzielt werden.

6.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Mutations-Detektion mittels der DNA-
,mismatch“-bindenden Proteine myc-MutS und myc-MutM auf dem gewahlten
Chipformat vielfaltige Probleme aufwirft. Trotz vielfaltiger Optimierungsversuche blieb

die Spezifitat weitgehend unbefriedigend.

Im Hinblick auf die von Bi et al. veroffentlichten Daten bezlglich eine verstarkten
DNA-,mismatch“-bindenden Affinitat des Proteins MutS in Gegenwart von G/T-
reichen Sequenzen scheint der Sequenzkontext innerhalb einer Sequenz wichtig zu
sein (Bi et al., 2003). Diese Aussage wurde auch von Joshi und Rao bestatigt (Joshi
und Rao, 2001). Smith und Modrich zeigten auf3erdem, dass die Anzahl der
Mutationen innerhalb einer Sequenz ebenfalls die Affinitat verstarkten (Smith und
Modrich, 1996). Experimente, in denen gehéauft G/T-Sequenzen bzw. die Anzahl der
Mutationen erhoht waren, wurden bisher nicht durchgefuhrt, kdnnten jedoch im
Rahmen einer weiteren Proteincharakterisierung fir den DNA-Test von Vorteil sein.
Weiterhin kbnnten Experimente hinsichtlich der myc-MutS ATPase-Aktivitat auf dem
DNA-,chip® durchgefihrt werden. Maoglicherweise konnte die DNA/ Protein-
Interaktion durch die Zugabe von ATP stabilisiert und die DNA-,mismatch®-

Diskriminierung positiv verstarkt werden.

Im Rahmen der diagnostischen Applikation konnten ebenfalls weitere
Optimierungsanséatze durchgefuhrt werden. So kodnnte geklart werden, ob die
Sequenzlange bzw. die gespottete Dichte der PCR-Amplifikate einen Einfluss auf die
DNA-,mismatch“-bindende Detektion ausibt. Modifizierte DNA-Sonden mit ,spacer*-
Molekilen konnten moglicherweise sterische Bindungseffekte verhindern, um eine
spezifische Bindung zu foérdern. Die Sondenmoleklle waren dadurch leichter
zuganglich, so dass die Hybridisierung effektiver stattfinden kdnnte (Southern et al.,
1999; Beaucage, 2001). Dadurch wirde sich moglicherweise auch die
einzelstrangige Bindungsaffinitat des Proteins myc-MutS unterbinden lassen und

eine starkere Diskriminierung fehlgepaarter Sequenzen zeigen.
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7 Zusammenfassung

Im Hinblick auf die in der Bevolkerung vorkommenden hereditdren und somatischen
Mutationen richtet sich der Blickpunkt der molekular-diagnostischen Applikationen
immer starker auf die Entwicklung innovativer genetischer Analysverfahren, mit
denen sicher, kostenglnstig und im hohen Durchsatz de novo Mutationen bei einem
Uberschuss an ,Wildtyp“-Sequenzen detektiert werden koénnen. Neben der DNA-
Sequenzierung sind derzeit hauptséachlich gelelektrophoretische und
chromatographische DNA-Analysverfahren im Einsatz. Diese Methoden sind jedoch
fur einen Massendurchsatz nicht geeignet, da sie z.T. Spezifitatsprobleme
aufweisen. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit ein DNA-,chip® zur
Detektion somatischer Mutationen auf der Grundlage eines modifizierten DNA-

,mismatch“-bindenden Proteins entwickelt werden.

Ausgehend von einem in dieser Arbeit modifizierten rekombinanten DNA-,mismatch®-
bindenden Protein myc-MutS wurden unterschiedliche Sequenzvariationen mit
definierten Punktmutationen auf einem DNA-,chip® nachgewiesen. Mit Hilfe
molekularbiologischer Techniken wurde die aus Thermus thermophilus isolierte DNA
aufgereinigt, das Gen MutS amplifiziert und im Rahmen einer Klonierungsstrategie
mit einer myc-,tag“ modifiziert. Der Nachweis hybridisierter fehlgepaarter DNA-
Sequenzen auf dem DNA-,chip“ erfolgte durch die Bindung des Proteins myc-MutS.
Im Rahmen einer immunologischen Detektionskaskade, die auf einem priméaren
monoklonalen myc- und sekundaren Cy3-Antikorper beruht, lieRBen sich

unterschiedliche Protein-Bindungseffizienzen im Fluoreszenzscanner nachweisen.

Die durchgefiihrten genetischen Analysen zeigten, dass das modifizierte myc-MutS-
Protein nach der Inkubation auf dem DNA-,chip® sowohl Uber eine spezifisch
Basenfahlpaarungen erkennende DNA-Bindungsaffinitdt als auch Uber eine
unspezifische homologe DNA-Bindungsaffinitat  verfigt. Die  spezifische
Mutationserkennung wurde insbesondere durch die relativ hohe Affinitdt des myc-
MutS fir einzelstrdngige DNA behindert. Obwohl durch verschiedene
OptimierungsmalRnahmen eine Verbesserung des Signal-Rauschverhaltnisses
erreicht werden konnte, wurde eine sichere und schnelle DNA-Analyse auf der
Grundlage des gewahlten DNA-,chip“-Formats nicht in zufriedenstellender Weise

erreicht. Als Fazit aus den durchgefuihrten Experimenten ergibt sich deshalb, dass
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die gewahlte Strategie mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht dazu geeignet ist, ein
zuverlassiges und kostengunstiges ,screening“-Verfahren fir die Detektion

somatischer Mutationen zu ermdglichen.
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9 Anhang

lacZu ATS N
M13 Reverse Primer | Hind 11l Kpn | Sac| BamH|  Spe |

205 [CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTe GTA CC3 ASC TCG GAT CCh CTAR
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAR TGC GET TOG AAC CAT GEC TCG AGC CTA GGT GAT

lef)( | EcoR | EC?R |
GTA ACGE GCC GCC AGT GTG CTG G!I..F; TTC GCC CTTERI R e gonG GGC GAR TTC TGO
CAT TGC CGE CGG TCA CAC GAC CTT AAGC CGC CGREN TTC CCG CTT ARG ACG

EC?R W lezx | .'\-'?cl X-’i'ol ."\J'S.'II }I(bel Ar:ia |

AGA TAT CCA TCA CAC TCG COG CCC CTC GAG CAT GCAR TCT AGA GGG CCC AAT TOC |(CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGR TCT CCC GGG TTA AGC (GGG ATA
E

T7 Promoter MA13 Forward {-20) Primer M3 Forward (-40) Primer

AGT GARGC TCOZ TAT THC AAT TCA(CTG GOC GTC GTT TTA JAR C CCT GAC TGG GLA AACT | 426
TCA CTC AGC ATA ATS TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GOQAR GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3908 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-371

M 13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

17 promoter/priming site: bases 364-383

M 13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
M 13 Forward {-40) priming site: bases 411-426
[1 origin: bases 548-962

Kanamyein resistance ORF: bases 1296-2090
Ampicillin resistance ORF: bases 2 108-2968
pUC origin: bases 3113-3786

pCR-2.1-TOPO-TA-Vektorkarte (Invitrogen)

Der linearisierte Vektor pCR2.1-TOPO-TA besitzt am 3-Ende einen Thyminiberhang, tber den
die PCR-Produkte , bzw. deren Adeniniiberhénge spezifisch in den Vektor ligiert werden kénnen.
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@ Satagana

pCAL-Vektorkarte (Stratagene)

Der zirkuldre Expressionsvektor pCAL besitzt eine MCS (,multiple cloning site*), in die DNA-
Fragmente Uber definierte Restriktionsschnittstellen zielorientiert ligiert werden kénnen. Der MCS sind
zwei kurze Sequenzabschnitte vorgeschaltet: erstens eine CBP-(,calmodulin binding peptid*)-Sequenz
und eine Th-(, Thrombin“)-Sequenz. Unmittelbar nach dem T7/lacO-Promotor folgt die RBS (,Ribosom
binding site®), welche die Expression der “CBP-Th-Fusionsproteine® gewahrleistet.
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6xHis  Bam HI Soll Pst | Hind IIl fh
e R o Gtco B - -[aoaTCCaICGACCTGCAGECARGT ATTAGCTGAG ]
RGS-His epilope

pQE-9 Vector

Positions of elements in bases

Vector size {bp) 3439
Start of numbering at Xhol (CTCGAG) 1-6
T5 promoter/lac operator element 7-87
T5 transcription start 61
6xHis-tag coding sequence 127-144
Multiple cloning site 145-170
Lambda t, transcriptional termination region 186-280
rrnB T1 transcriptional termination region 1042-1140
ColE1 origin of replication 1616
B-lactamase coding sequence 3234-2374

pQE-9 Vektorkarte (Qiagen)

Der Expressionsvektor pQE-9 besitzt eine MCS (,multiple cloning site®), in die DNA-Fragmente Uber
definierte Restriktionsschnittstellen zielorientiert ligiert werden kdnnen. Der MCS ist ein 6xHis-
Sequenzabschnitt vorgeschaltet, welche die Expression der 6xHis-Fusionsproteine gewabhrleistet.
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MutS (Thermus thermophilus)
Protein- und Gensequenz
(NCBI; Acc.-Nr.: D63810)

transl at i on=" M3GYGCGVKVEGVLKGEGPGPL PPLL QQYVELRDRYPDYLLLFQV

GDFYECFGEDAERLARALGLVLTHKTSKDFTTPVAG Pl RAFDAYAERLLKMGFRLAV
ADQVEPAEEAEG_VRREVTQLLTPGTLTQEALLPREANYLAAI ATGDGNGLAFLDVST
GEFKGTLLKSKSAL YDEL FRHRPAEVL L APEL RENEAFVAEFRKRFPVMLSEAPFEPQ
GEGPLALRRAQGAL LAYARAT QGGAL SVRPFRL YDPGAFVRL PEASL KALEVFEPLRG
QDOTLFGVLDETRTAPGRRL LQAW. RHPL L ERGPL EARL DRVERFVREGALREGVRRLL
FRLADLERLATRLELSRASPRDLAALRRSLEI LPELKG.LGEEVA.-PDLSG-LEELRA
ALVEDPPLKVSEGGE.| REGYDPDL DAL RRAHAEGVAYFLDLEAREKERTG PTLKVGY
NAVFGYYLEVTRPYYEKVPQEYRPVOTLKDRQRYTLPEMKEREREL YRLEAL | KRREE
EVFLALRERARKEAEAL REAARI LAEL DVYAALAEVAVRHGYTRPRFGERLRI RAGRH
PVWERRTAFVPNDL EMAHEL VLVTGPNVAGKSTFLRQTALI ALLAQ GSFVPAEEAEL
PLFDA YTRI GASDDLAGEKSTFMWEMEEVALVLKEATERSLVLLDEVGRGTI SSLDGV
Al ATALAEALHERRCYTLFATHYFELTALAL PRLKNLHVAAKEEEGGEL VFYHQVL PGP

ASKSYGVEVAEMAGL PKEVVERARAL L SAVAARREGAL EEVLERLLALDPDRLTPLEA

LRFLHELKALALGLPLGSMKG

ORIG@ N
1 tctagaaggt ccttaaggcg caccccacgg aaggtgacgt tccccacccc accccgtttce

61 caggggttgc ccgaggtgcg gggct ggaag agggaacgcc cgttgccgga gcact ggagg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

accat ggt ca
ttgtccacca
ttgtagccgg
ggctggctga
aagagct t gg
cctcggettc
cggct gacgc
actttccggt
ggtttttage
t aagat ggaa
gtacgtggag
ct acgagt gc
ccacaagacc
cgcct acgece
gcct gccgag
gaccct cacc
cggggacggg
cct caagagc
tttggccceg
cgtgatgctc
ggcccagggg
ccctttcege
cctcgaggtc

cctcgtgetg
gt ccccccac
ggaggt ccac
ccaagaggt c
ggtttttcce
ccgcggcecaa
tttccatacc
t gcccct aat
cccegtttaa
ggcat gct ca
ct ccgcgacc
ttcggggagg
agcaaggact
gaaaggcttc
gaggcggaag
caggaggccc

tggggt ct gg
aaaagt gccc

gagct acggg
t ccgaggccc
gcgctcecttg
ct ct acgacc
tttgaaccct

gggaagct cg
ctccaccttc
gttgttgcgg
at aaggagt t
cttcaccaac
aagcgct gcc
ttatccctcc
ct aggt ggca

ggggct agga
agggcgaagg
gctacccgga
acgccgagcg
t caccacccc
tt aagat ggg
gcct ggt geg
tcctccecccg
cctttctgga
t gt acgacga
agaacgaggc
cctttgagcec
cctacgcccg

ccggggcect t
t gcggggcca

aggagct cct
cacccgt cca
at gt agagga
t ccaaaacga
tggtcggeeg
cctaggccca
ct ccaagggt
aacaacaccc
gaaagcgct a
cccaggt cca
ctacctcctc
cctcgeecege
cat ggcgggg
cttccgectg
tcgggagatg
ggaggccaac
cgtctccacg
gcttttcecge
cttcgtggcec
ccagggggag
ggccacccag
cgtgcgecta
ggacaccctc

tggcct caaa

ggct ggcecc
tctccttagg
tggggegttg
tgggggcttg
t gagct t cag
ccggggggac
at gt caagt g
at gggggggt
cttcccectce
ctcttccagg
gcgct t ggece
at ccccat aa
gcggt ggecg
acccagct cc
tacct ggccg
ggggagt t ca
caccggcccg
gagttccgga
ggtcctttgg
gggggggcct
ccggaggcga
tttggegttc

ggt gaagggt
ctccacggtg
ggt gcgct cg
ggagagaacc
ct gggcgaag
ggcggttcge
gtttgtcccc
ggggt t aggg
at ggcggagt
ttctgcagca

t gggggact t
tcgtcctcac

gggcctttga
accaggt gga
tcaccccggg
ccat cgccac
aggggaccct
ccgaggt cct
agcgctttcc
ccct gaggeg
t gagcgt gcg
gcct gaaggc
t ggacgagac
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1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241

gcgaaccgcc
ggggcccttg
cgagggggt g
ggagctttcc
ccccgagcett
ggaggagct t
cat ccgggag
ggcctacttc

ggt ggggt ac
ggt gccccag
ggagat gaag
ggaggaggt c
ggcggcgagg
ccacggct ac
ggt ggt ggag
CCthtC&CC
CgCCCtCCtC

t gacgggat ¢
cat ggt ggag
cctcctggac
cctcgccgag
gct caccgcec
gggggggct ¢
ggaggt ggcg
cagcgccat g
cttagacccc
cttggcectg

ct t aggggcc
cttctggaaa

gggct t aagc

cccggaagaa
gaggcgaggc
aggcgcct cc
cgggcaagcc
aagggccttc
agggceggcett
gggt acgacc
ct ggacct cg
aacgccgt ct
gagt accgcc
gaaagggagc
ttccttgecc
at cct cgccg
acccggcccc
cgccgecaccg
gggcccaaca
gcccagat cg
t acacgagga
at ggaggagg
gaggt gggcc
gccct gcacg
ctcgececttce
gtcttctacc
gagat ggcgg
gccgcgaggce
gaccgcct ca
ggcct cceccc
tcctcgeeceg
acgccct gga

ggcttgtggt

ggctcctcca
tt gaccgggt
tcttccgect
ccagggacct

t gggggagga
t ggt ggagga
cggacct gga
aggcccggga
tcggct acta
ccgt ccagac
gggagctct a
ttagggageg
agct t gacgt
gctt cgggga
CCtthtCCC
t ggcggggaa
ggagct t cgt
t cggggect ¢
t ggccct ggt
ggggcacgag
agcggeggt g
cccggcet caa
accaggt cct
gcct gcccaa
gggagggcgce
cccccctcga
t gggt agcat
gggcgaggt g
cgct ggggec
ggaggacgac

ggcct ggctc
ggagcgcttc
cgccgacct g
tgccgeccta
ggt ggggct t
cccgeccctce
cgcctt gagg
gaaggagagg
cct ggaggt g
cct caaggac
ccgcct cgag
ggcgaggaag
ct acgccgcec
aaggct t cgg
caacgacctg
gtccaccttc
gcccgecgag
ggacgacctc
gct caaggag
cagcct ggac
ctacaccctc
gaacct gcac
ccccgggecc
ggaggt ggt g
cct ggaggag
ggccct gagg
gaaggggt ga
ctccttacgg
aggagggt gc
ggggagggga

cgccaccccce
gt gcgggagg
gagcgect gg
aggcggagcc
cccgacct ct
aaggt ct ccg
cgggcccacg
acgggcat cc
acccggccct
cggcagcgcet
gccctgat ca
gaggcggagg
ct cgccgagg
at cagggcgg
gagat ggccc
ct ccgccaga
gaggcggagce
gccgggggga
gccaccgaac
ggggt ggcca
ttcgccaccc
gt ggccgeca
gcct ccaaga
gagcgggece
gt ct t ggagc
ttcctccacg
tccgccccct
t gaaggacgc
gggt ggaget
tcc

ttct ggaaag
gggccct acg
ccacgaggct
t ggagat cct
ccggectttt

agggggggcet

ccgagggggt
ccaccct caa

act acgagaa
acaccct gcc
aaaggcgcga
ccct aaggga
tggcggtgceg
ggcgccaccce
acgagct cgt
ccgccect cat
ttccecctcett
agagcacctt
gt agcct cgt
t cgccaccgce
actactttga
aggaggagga
gctacggggt
gcgcecect cct
gcctcctcge
agct caaggc
ccct ccggag
cgtgcgggag
ttggggcggg
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MutM (Thermus thermophilus)
Protein- und Gensequenz
(NCBI; Acc.-Nr: AB008520)

transl at i on=" MPELPEVETTRRRLRPLVLGQTLRQVWHRDPARYRNTALAEGRR

| LEVDRRGKFLLFAL EGGVEL VAHL GMIGG-RLEPTPHTRAALVLEGRTL YFHDPRRF

GRLFGVRRGDYREI PLLLRLGPEPL SEAFAFPGFFRGLKESARPLKALLLDQRLAAGY

GNI YADEAL FRARL SPFRPARSL TEEEARRL YRAL REVL AEAVEL GGSTL SDQSYRQP

DGLPGG-QTRHAVYCGREGL PCPACGRPVERRVWAGRGT HFCPT CQGEGP"

CRIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

actgattgac

ccttgggggc

gcttctggag
cctcgeectg

cgtccccttce
ccgagcttcc
cccttaggca
ggaggcggat
gggt ggagct
acacccgggc
t cgggcgect
t cggccccga
agagcgcgag
acat ct acgc
gcct caccga
ccgt ggaact

ctgggggctt
gcgggcgecce
gccaggggga

ggcgcect gecc
accct ccagg
gagct t cacg
gcccggegge
gggacgggcg
cgaggt ggag
ggt ggt ccac
cct ggaggt g
cgtggcccac
ggccctggtc

ctttggggtg
gccectctcg

gccccttaag
cgacgaggcc
ggaggaggcg
cgggggaage
ccagacgcgc
ggt ggagegg
aggcccct ag

cctactgccg
tggtgccctt
t cct cgaggg
ttcccctcct
agcggctcta
accacccgta
cgcgaccccg
gaccgccggg
ctggggat ga
ct cgagggcc
cggcgcgggy
gaggccttcg
gccctcctcc
ctcttccgeg
cggcgcct ct
accct ct cgg
cacgccgt ct

cgggt ggt gg

cgcecctgggg
gcaagat gcc
ggaccggacc
ctggcccctt
ccgcttcctg
ggcggctgcg
cccgct accg
ggaagt t cct
cgggggggtt
ggaccctcta
actaccggga
cctttccegg
t ggaccagcg
cccgcect aag
accgggccct
accaaagct a

acggccggga
€cgggcgggg

cggaccct ca
tccggect gg
caccggggct
tacccccttc
gcgaaaagga
ccecectggtce
gaacacggcc
cctcttcgece
ccggcet ggag
cttccacgac
gatccccctc
gttcttccga
cctcgecgece
ccecctteege
gcgcgaggtg
ccgccagecc
gggcct cecc
cacccacttc

aggccct gga
acccgaaggc
acgccgcecct
tcctcctcct
ggccccegt gc
ct gggccaga
ctggcggagg
ct cgagggcg
ccgacgcccc
ccccggegcet
ctcctccgece

gggct gaagg
ggggt gggca
cccgeccgaa
ctggcggagg
gacggcct cc
t gcccggect
t gccccacct
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